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RESUMEN

El canal idnico TRPA1 es un canal catidnico no selectivo presente en varios tejidos, donde
desempena la funcidn de sensor de estrés celular y dafio tisular debido a su capacidad para
detectar una plétora de sefiales de dafo e irritantes ambientales. En el sistema somatosensorial,
el canal se expresa en una subpoblacion de neuronas sensoriales nociceptivas. Tanto la
sensibilidad de TRPA1 a mediadores inflamatorios como su localizacidén en los nociceptores, le
confieren un papel central en la patogénesis de una gran variedad de sindromes inflamatorios,
especialmente en el desarrollo de la hipersensibilidad caracteristica de estos modelos. Sin
embargo, la poblacién que expresa TRPA1 no se ha logrado clasificar de manera inequivoca
como perteneciente a uno de los dos grupos de nociceptores, peptidérgicos y no peptidérgicos,
y tampoco se conoce la poblacidn de neuronas sensoriales de segundo orden con la que estas
fibras hacen sinapsis en el asta dorsal de la médula espinal, lo que limita sustancialmente las

posibilidades terapéuticas cuando se abordan estas patologias.

Por otro lado, los procesos inflamatorios, ademds de ocasionar cambios fenotipicos en los
nociceptores, entre los que se encuentran las neuronas sensoriales TRPA1*, también provocan
modificaciones funcionales en las neuronas del asta dorsal de la médula espinal, que implican
un aumento de la sensibilidad a los estimulos. En estas capas medulares se localizan distintas
subpoblaciones de neuronas, y su conectividad y organizacién en circuitos determina cémo se
procesan y amplifican las sefiales nociceptivas. No obstante, la diversidad de poblaciones
neuronales y la plasticidad de las conexiones que éstas establecen, complica la caracterizacion

de circuitos involucrados en modalidades sensoriales concretas.

El primer objetivo de esta tesis doctoral ha sido estudiar la poblacién de neuronas
sensoriales TRPA1*, su distribucidn, la expresion de marcadores de nociceptores en estas
neuronas y el efecto que tiene su activacién selectiva en la conducta de los ratones. Para ello,
se utilizé una linea de ratdn transgénico, el ratén TRPA1-Cre cruzado con el reportero ChR2-
EYFP, en el que la expresién de la proteina fluorescente permitié la identificacion de estas
neuronas, y la canalrodopsina, su activacidon con luz. Se pudieron identificar neuronas TRPA1*
tanto en ganglios raquideos (DRG), que inervan la superficie corporal, asi como en neuronas que
inervan visceras como el estdmago, que pertenecen fundamentalmente a la poblaciéon de
nociceptores no peptidérgicos y que hacen sinapsis con neuronas de segundo orden en las

[dminas superficiales de la médula espinal. Ademads, su activacion con luz evocd
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comportamientos de retirada, retracciéon y especialmente de lamida, lo que confirma su

identidad nociceptiva.

El segundo objetivo ha sido caracterizar los circuitos de la médula espinal dorsal implicados
en la transmision de un estimulo nocivo en situaciones de dolor inflamatorio y examinar si estos
circuitos se reactivan después de un estimulo inocuo en un contexto inflamatorio. Para ello, la
herramienta utilizada ha sido la linea de ratdn transgénico TRAP2-tdTomato, con el que se ha
podido marcar permanente la poblacidn neuronal que se activa tras la aplicacién de un estimulo
de calor nocivo, tanto en condiciones control cdmo de inflamacidn. Su andlisis demostré que los
circuitos espinales que integran la informacidn nociceptiva no son estables en el tiempo, que la
inflamacidn induce un aumento en el input glutamatérgico de las neuronas espinales y que las
neuronas que integran la informacion nociceptiva térmica disparan de manera predominante

potenciales de accion con un patrén ténico.

En conclusidn, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que las neuronas
TRPA1* constituyen mayoritariamente una poblacién de nociceptores no peptidérgicos cuya
activacion induce respuestas aversivas, y que las neuronas espinales de segundo orden integran
la informacién nociceptiva en circuitos plasticos cuya actividad espontdnea aumenta durante los
procesos inflamatorios. Estos descubrimientos contribuyen a comprender mejor la naturaleza
de estos procesos, abriendo la puerta a desarrollar terapias mas efectivas que mejoren la calidad

de vida de pacientes que padecen este tipo de sindromes.
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ABSTRACT

The TRPAL ion channel is a non-selective cation channel present in various tissues, where it
functions as a sensor of cellular stress and tissue damage due to its ability to detect a plethora
of damage signals and environmental irritants. In the somatosensory system, the channel is
expressed in a subpopulation of nociceptive sensory neurons. TRPA1l’s sensitivity to
inflammatory mediators, along with its localization in nociceptors, gives it a central role in the
pathogenesis of a wide range of inflammatory syndromes, particularly in the development of
the hypersensitivity of these models. However, the population expressing TRPA1 has not been
unequivocally classified as part of the two nociceptor groups, peptidergic and non-peptidergic,
and the population of second-order sensory neurons with which these fibers synapse in the
dorsal horn of the spinal cord is also unknown, substantially limiting therapeutic possibilities

when addressing these pathologies.

On the other hand, inflammatory processes, in addition to causing phenotypic changes in
nociceptors, including TRPA1* sensory neurons, also induce functional modifications in dorsal
horn neurons in the spinal cord, leading to increased sensitivity to stimuli. These spinal layers
contain different neuronal subpopulations, and their connectivity and organization into circuits
determine how nociceptive signals are processed and amplified. However, the diversity of
neuronal populations and the plasticity of the connections they establish complicate the

characterization of circuits involved in specific sensory modalities.

The first objective of this doctoral thesis was to study the population of TRPA1* sensory
neurons, their distribution, the expression of nociceptor markers in these neurons, and the
effect of their selective activation on mouse behavior. To this end, a transgenic mouse line was
used, TRPA1-Cre crossed with the ChR2-EYFP reporter, in which the expression of the
fluorescent protein allowed the identification of these neurons, and channelrhodopsin enabled
their activation with light. TRPA1* neurons were identified in the dorsal root ganglia (DRG),
innervating the body surface, as well as in neurons innervating viscera such as the stomach.
These mainly belong to the non-peptidergic nociceptor population and synapse with second-
order neurons in the superficial laminae of the spinal cord. Furthermore, their activation by light

evoked withdrawal, lifting, and especially licking behaviors, confirming their nociceptive identity.

The second objective was to characterize the circuits in the dorsal spinal cord involved in

transmitting a noxious stimulus during inflammatory pain and to examine whether these circuits
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are reactivated after an innocuous stimulus in an inflammatory context. For this, the tool used
was the transgenic TRAP2-tdTomato mouse line, which allowed for the permanent labeling of
the neuronal population activated after the application of a noxious heat stimulus, both in
control and inflammatory conditions. Analysis demonstrated that the spinal circuits integrating
nociceptive information are not stable over time, that inflammation induces an increase in the
glutamatergic input to spinal neurons, and that the neurons integrating thermal nociceptive

information predominantly fire action potentials with a tonic pattern.

In conclusion, the results obtained in this work demonstrate that TRPA1* neurons constitute
a predominantly non-peptidergic nociceptor population whose activation induces aversive
responses, and that second-order spinal neurons integrate nociceptive information in plastic
circuits, whose spontaneous activity increases during inflammatory processes. These discoveries
contribute to a better understanding of the nature of these processes, opening the door to the
development of more effective therapies to improve the quality of life of patients suffering from

these syndromes.
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1.1.  Elsistema nervioso periférico

La capacidad para percibir tanto las sefiales de nuestro entorno como los cambios que
ocurren en el interior de nuestro organismo, asi como de responder adecuadamente a ellos, es
fundamental para la supervivencia de cualquier ser vivo. Estas funciones son desempefiadas por
el sistema nervioso periférico (SNP), que conecta musculos y érganos de la superficie y el interior
del cuerpo con circuitos de procesamiento en el sistema nervioso central (SNC). Dentro del SNP,
la divisién aferente o sensorial transmite informacién desde los receptores sensoriales hacia el
SNC, al tiempo que la division eferente o motora conecta el encéfalo y la médula espinal con los

musculos efectores (Purves et al. 2018).

Ya en 1906, el neurofisidlogo inglés Charles Sherrington clasificd la porcidn aferente o
sensorial del SNP en tres amplias categorias: propioceptiva, que permite identificar la posicion
de nuestro cuerpo en el espacio, el equilibrio y el movimiento; exteroceptiva, que percibe la
informacidon acustica, visual, quimica, mecanica o térmica procedente del entorno; e
interoceptiva, que detecta cambios en el estado de los drganos internos (Sherrington 1906).
Clasificaciones mds detalladas expanden los sistemas sensoriales, categorizandolos en visual,
auditivo, vestibular, sentidos quimicos, sistema sensorial somatico y sistema sensorial visceral.
Nos centraremos aqui en los dos ultimos: el sistema somatosensorial, responsable de las
sensaciones mecdanicas, térmicas, propioceptivas y nocivas recogidas en la piel y los musculos, y
el sistema sensorial visceral, responsable de monitorizar la actividad de los érganos internos

(Haines y Mihailoff 2017).

Estos dos sistemas estan conformados por neuronas sensoriales primarias, que son células
pseudounipolares cuyo axén se bifurca en dos terminales: una que proyecta a la periferia,
formando los nervios espinales y los craneales, y otra que proyecta al SNC. Los somas de estas
neuronas se encuentran encapsulados en los ganglios raquideos (DRG) y en los ganglios de los

nervios craneales (Kandel et al. 2021) (Fig. 1).

Los DRG se situan adyacentes y a lo largo de la médula espinal, y contienen los somas de las
neuronas somatosensoriales que inervan piel, musculos y articulaciones. En el humano existen
31 pares de DRG, mientas que en el ratén varian de 30 a 31 dependiendo de la cepa (Malin,
Davis, y Molliver 2007). Cada DRG contiene los somas de todas las neuronas cuyos terminales
periféricos conforman un nervio espinal, y cada nervio espinal inerva un area de piel o un
musculo especifico. Por ejemplo, en el ratén, los nervios originados en las neuronas de los DRG

correspondientes a los niveles lumbares 3, 4 y en menor medida 5 confluyen para constituir el
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nervio ciatico, que después se ramifica para inervar diferentes porciones de la extremidad
posterior (Rigaud et al. 2008). Los terminales centrales de estas neuronas hacen sinapsis en el

asta dorsal de la médula espinal (Fig. 1.A).

De manera similar, los nervios craneales inervan porciones de la cara, la lengua o el cuello,
asi como los érganos internos. Las neuronas que forman parte del componente sensorial de
estos nervios tienen sus somas en los ganglios trigeminales y vagales, y sus terminales centrales
alcanzan el SNC a nivel del tronco del encéfalo. Este es el caso del nervio vago o X par craneal,
cuya componente sensorial inerva practicamente todas las visceras, incluyendo las vias aéreas,
el corazdn, la vejiga, el higado, el pancreas, el estémago y gran parte del intestino (Fig. 1.B). Aqui
detectan estiramientos, cambios de temperatura, sustancias quimicas o irritacion, informacion
que es interpretada en el cerebro como hambre, dolor, hinchazén o nduseas. Ademas de esa
informacidn consciente, las neuronas sensoriales viscerales establecen arcos reflejos para
desencadenar respuestas auténomas que mantienen las funciones respiratorias, cardiacas e
intestinales (Furness y Clerc 2000; Marieb 2019; Wang, de Lartigue, y Page 2020). En el ratdn,
los somas de estas neuronas se localizan en los ganglios vagales (VG), situados en la base del

craneo y adyacentes al canal yugular (Han y de Araujo 2021).
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FIGURA 1. Organizacion de la divisidn sensorial del SNP. (A): Las neuronas sensoriales detectan
estimulos mecdnicos, térmicos, propioceptivos y nocivos de la superficie corporal, y transducen
esos estimulos en potenciales eléctricos o potenciales de accidn. Estos potenciales se propagan
hacia los somas de las neuronas sensoriales, localizados en los ganglios raquideos, y contindan
hasta integrarse en circuitos de interneuronas de la médula espinal, desde donde viajaran hasta

visceral, los somas de las neuronas sensoriales se localizan principalmente en los ganglios
vagales, y sus terminales periféricas inervan visceras como el corazon, los pulmones o el tubo
digestivo. Los terminales centrales de estas neuronas hacen sinapsis en el nucleo del tracto

Quigley 2023.

1.1.1. Transduccion sensorial: modalidades sensoriales y canales
ionicos

La detecciéon de los estimulos por parte de las neuronas sensoriales primarias y su
transformacion en una sefial bioeléctrica se conoce como transduccidon sensorial: la energia del
estimulo altera la permeabilidad de los canales idnicos en las terminaciones aferentes y genera
un potencial receptor, que puede llegar a alcanzar el umbral para el disparo de potenciales de
accion. Estos potenciales de accion se transmiten a lo largo del axdn de la neurona hacia el SNC,

procesandose finalmente en el cerebro y generando una percepcidn (Fig. 2).
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FIGURA 2. Representacion esquematica de la organizacion del sistema nervioso periférico. Las
neuronas sensoriales inervan la periferia y los drganos internos y expresan canales iénicos y
moléculas sensibles a estimulos. En funcidn de la dotacién molecular, son capaces de detectar
diferentes modalidades de estimulos, y se dividen consecuentemente en termorreceptores,
mecanorreceptores y nociceptores. El proceso de conversién de la energia del estimulo en
energia eléctrica se conoce como transduccidn sensorial. El impulso eléctrico se transmite a lo
largo de la fibra hasta integrarse en el sistema nervioso central para ser transmitido a centros
superiores.

El conjunto de moléculas receptoras presentes en la terminal determina la modalidad
sensorial detectada por la neurona aferente. Tradicionalmente, las neuronas sensoriales se han
clasificado en mecanorreceptores, que detectan deformaciones fisicas del tejido en el que
residen, termorreceptores, que detectan cambios de temperatura, y nociceptores, que
responden a una variedad de estimulos mecanicos, térmicos y quimicos que puedan causar dafo
tisular (Kandel et al. 2021) (Fig. 2). Un objetivo importante en el campo ha sido identificar los
transductores moleculares sensibles a los diferentes estimulos. Aunque ya en 1979 se
describieron corrientes idnicas en respuesta a estimulacion mecanica aplicada sobre células
ciliadas del epitelio auditivo (Corey y Hudspeth 1979), hubo que esperar hasta finales de los afios
90 para la identificacién de moléculas especializadas en la transduccidn de diferentes estimulos
somatosensoriales. En concreto, el descubrimiento de los canales idnicos de la familia TRP
sensibles a temperatura puso el foco en esta familia de proteinas como moléculas clave en la

transduccion sensorial (Caterina et al. 1997) (Fig. 3.A).

En 1969, Cosens y Manning registraron en el electrorretinograma de un mutante de
Drosophila melanogaster unos potenciales de receptor transitorios (trp por sus siglas en inglés)
en respuesta a la estimulacion con luz, denominando asi a este fenotipo (Cosens y Manning
1969). La proteina correspondiente se clond por primera vez en 1989, y tres afios mas tarde se

confirmd como un canal idnico activado por luz (Montell y Rubin 1989; Hardie y Minke 1992).
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Desde entonces, los canales TRP han sido protagonistas en la busqueda de moléculas sensibles
a estimulos fisicos y quimicos. La familia de los canales TRP se divide en 7 subfamilias basadas
en la homologia de sus secuencias (Fig. 3.A): TRPC (candnica, 7 miembros), TRPV (vaniloide, 6
miembros), TRPA (anquirina, 1 miembro), TRPM (melastatina, 8 miembros), TRPN (NOMP-C, 1
miembro, sélo en peces), TRPP (policistina, 3 miembros) y TRPML (mucolipina, 3 miembros).
Estas proteinas forman canales catiénicos no selectivos que permiten el flujo de Ca?* y Na* al
interior celular, se expresan en células nerviosas y otros tejidos y participan en multitud de
procesos fisioldgicos y rutas de sefializacion (Nilius y Szallasi 2014). Como ejemplos
representativos podemos nombrar al canal TRPV1, activado por compuestos vaniloides (como
la capsaicina) y temperaturas nocivas, y que contribuye a la sensacion de dolor, o TRPMS,
activado por mentol y temperaturas frias, y que juega un papel importante en la sensacion de

frio (Julius 2013).

Ademds de los canales TRP, otros canales han sido identificados como clave en la
transduccion de fuerzas mecdnicas, como es el caso de los canales de la familia Piezo (Fig. 3.B).
Piezol participa en la mecanotransduccion en multitud de tipos celulares, mediando asi
procesos como el desarrollo linfatico, el mantenimiento de la homeostasis dsea e intestinal y la
regulacién del volumen eritrocitario (Li et al. 2022). Por su parte, los canales Piezo2 se expresan
en neuronas sensoriales del DRG y de los ganglios trigéminos y son fundamentales para la
mecanosensibilidad de bajo umbral y la propiocepcién, aunque también se ha descrito su

expresion en nociceptores (Murthy et al. 2018; Fernandez-Trillo et al. 2020).
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FIGURA 3. Canales iénicos que participan en la transduccion sensorial. (A): Arbol filogenético
que representa las 7 subfamilias de canales TRP. Cada color representa una subfamilia,

canales Piezol/2 son homotrimeros formados por un total de 114 dominios helicoidales
transmembrana, cuya conformacidon deja un poro permeable a cationes que se abre tras

neuronas sensoriales confiere la capacidad de detectar estimulos de diferente naturaleza: los
termorreceptores pueden expresar canales sensibles a temperatura, como TRPMS, los
mecanorreceptores pueden expresar canales que detectan fuerzas mecdnicas, como Piezo2, y
los nociceptores, canales que se activan ante estimulos de alta intensidad, como TRPV1.

1.1.2. Dolory nocicepcion

Segun la Asociacidn Internacional para el Estudio del Dolor (1ASP), el dolor se describe como
una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con un dafo tisular real o
potencial. El dolor cumple una importante funcidon protectora, avisindonos de un dafio que
puede requerir evasion o tratamiento (Loeser y Treede 2008). Podemos clasificar el dolor en tres

tipos: nociceptivo, inflamatorio y patoldgico. El dolor nociceptivo es el que se percibe en
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respuesta a un estimulo intenso, y es esencial para detectar y minimizar el contacto con la fuente
de dafio, activando reflejos de retirada y generando una sensacidn desagradable y emociones
negativas. El dolor inflamatorio es también adaptativo y protector, potenciando la sensibilidad
en zonas que han sufrido dafio y facilitando su curacién al evitar el contacto con ellas y su
movimiento (Woolf 2010). Este dolor esta potenciado por la activacion del sistema inmune tras
dafio tisular o infeccidn, y se comentara mas adelante. Por ultimo, tenemos el dolor patolégico,
gue no es adaptativo, asocidandose a una alteracién del sistema somatosensorial. Dentro del
dolor patoldgico podemos situar el dolor neuropdtico, que resulta de lesiones en el sistema
nervioso, causadas por traumatismos, enfermedades metabdlicas, infecciones o invasiones
tumorales (Costigan, Scholz, y Woolf 2009), y el dolor disfuncional, que se da en situaciones
donde no hay estimulos nocivos identificados, pero se exacerban las sefiales sensoriales que
alcanzan el SNC sin existir una causa bien conocida. Ejemplos de dolor disfuncional son la
fibromialgia, el sindrome de intestino irritable o la cistitis intersticial (Woolf 2010; von Hehn,

Baron, y Woolf 2012).

La nocicepcién, por otro lado, es el proceso por el cual los estimulos térmicos, mecanicos o
guimicos intensos son detectados por una subpoblacion de aferentes periféricos llamados
nociceptores (Basbaum et al. 2009). Los nociceptores, por tanto, son neuronas excitables que
poseen un umbral de activacién alto y normalmente sélo responden a estimulos de suficiente
energia como para causar dafo. Algunos nociceptores estan mielinizados (fibras A8), sus axones
tienen una velocidad de conduccién mas rapida y son sefializadores de un primer dolor mas
agudo. Sin embargo, la mayoria de los nociceptores se asocian a fibras amielinicas (fibras C), mas
lentas y responsables de un segundo dolor, mas difuso y duradero (Woolf y Ma 2007) (Fig. 4.A,
B). El estudio electrofisiolégico de los nociceptores Ad ha permitido dividirlos en dos clases: de
tipo |, que responden a estimulos mecanicos y quimicos pero con umbrales de calor altos (> 50
°C), y de tipo I, con un umbral térmico mas bajo pero un umbral mecanico alto (Basbaum et al.
2009). Las fibras C también son heterogéneas: la mayoria son nociceptores polimodales
(responden a calor y a estimulos mecanicos y quimicos), pero también existen fibras C con otras
funciones, como responder a tacto placentero (McGlone, Wessberg, y Olausson 2014), detectar
enfriamientos no nocivos (Campero et al. 2001) o sefalizar el picor (Sun y Chen 2007). Una clase
interesante de fibras C son los nociceptores silentes, que son sensibles a calor pero insensibles
a estimulos mecanicos hasta que un contexto de irritacidn, lesién o inflamacién les confiere

sensibilidad mecdanica (Schmidt et al. 1995).
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FIGURA 4. Tipos de fibras y su implicacidon en la nocicepcion. (A): Las fibras sensoriales se
clasifican en funcién de su grado de mielinizacién, lo que condiciona su velocidad de conduccién.
Entre las de mayor didmetro encontramos las Aa y las AB, propias de mecanorreceptores de
bajo umbral y propioceptores, mientras que los nociceptores corresponden a los tipos A8 y C.
(B): La velocidad de conduccién varia enormemente entre los nociceptores Ady C (de 6-25a 1
m/s respectivamente), y esta velocidad es la que determina su participacion en la sefializacion

1.1.2.1.  Nociceptores peptidérgicos y no peptidérgicos

En el ratdn, durante las primeras fases del desarrollo postnatal, todos los nociceptores (que
constituyen alrededor del 80 % de las neuronas del DRG) expresan el receptor de tropomiosina
quinasa A (TrkA), el receptor del factor de crecimiento nervioso (NGF). A medida que el animal
se desarrolla, aproximadamente la mitad de esas neuronas pierden la expresidon de TrkA y del
canal TRPV1, pueden unir la isolectina B4 (IB4) y se sensibilizan al factor neurotréfico derivado
de la glia (GDNF). Son los conocidos como nociceptores no peptidérgicos (Bennett et al. 1996;
Snider y McMahon 1998). Estos nociceptores expresan marcadores moleculares como el
receptor de ATP P2X3 o el miembro D del receptor acoplado a proteina G relacionado con MAS
(MrgprD), inervan preferentemente la epidermis y proyectan a la parte interna o ventral de la
[dmina Il de la médula espinal (Vulchanova et al. 1997; Zylka, Rice, y Anderson 2005). Su
eliminacion provoca déficits en la percepcién del dolor mecanico agudo y en la sensibilizacion a
estimulos mecanicos en contextos inflamatorios, lo que indica su participacion en estos procesos

(Cavanaugh et al. 2009; Zhang et al. 2013; Pinto et al. 2019).
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La otra mitad de nociceptores sigue expresando TrkA, TRPV1 y los péptidos CGRP (péptido
relacionado con el gen de la calcitonina) y sustancia P (SP), por lo que son conocidos como
nociceptores peptidérgicos (Snider y McMahon 1998). Dichos péptidos actian como
moduladores de la nocicepcion, activando procesos como la vasodilatacién, la inflamacidn, o la
sensibilizacidon de nociceptores (Brain y Williams 1989; Averill et al. 1995; Bennett et al. 1996;
Cavanaugh et al. 2011). Los nociceptores peptidérgicos inervan piel, musculos y visceras, y
proyectan a la parte externa o dorsal de la ldamina Il de la médula espinal (Zylka et al. 2005).
Responden a protones y capsaicina, pueden sensibilizarse por accidon del NGF y su eliminacion
provoca déficits en la sensibilidad al calor nocivo (Dirajlal, Pauers, y Stucky 2003; Malik-Hall,

Dina, y Levine 2005; Cavanaugh et al. 2009).

1.1.2.2.  Sensibilidad a calor y dolor térmico

Al hacer contacto con un objeto, los humanos reconocemos cuatro tipos de sensaciones
térmicas en funcion de la temperatura del mismo: frio (< 10 °C, nocivo), frescor (15 a 31 °C,
inocuo), calidez (36 a 44 C, inocuo) y calor (> 45 °C, nocivo), y lo hacemos al detectar el contraste
con la temperatura de nuestra propia piel, que se encuentra aproximadamente a 33 “C (Kandel

et al. 2021).

Las fibras sensibles a calor inocuo son generalmente fibras C con actividad continua en el
entorno de los 30 °C que reducen su frecuencia de disparo tras enfriamientos o aplicacién de
altas temperaturas (Schepers y Ringkamp 2010). Se han propuesto varios transductores
moleculares responsables de esta sensibilidad, como son los canales idnicos TRPV3, TRPV4 o
TRPM2 (Fig. 5). TRPV3 y TRPV4 se expresan fundamentalmente en queratinocitos, que se
comunican con las neuronas sensoriales via ATP y dxido nitrico. Estos canales se activan por
temperaturas calidas, y se ha observado que animales knockout para estos genes pierden la
discriminacién del calor en rangos inocuos (Lee et al. 2005; Moqrich et al. 2005), aunque el
efecto varia entre cepas de ratones (Huang et al. 2011). El canal TRPM2 también se activa con
temperaturas cdlidas, de entre 34 y 42 °C, y es importante para la correcta deteccién de calor
inocuo (Tan y McNaughton 2016). Curiosamente, se ha demostrado que el bloqueo del canal
TRPV1 dificulta la deteccidn de calor inocuo en el ratén (Yarmolinsky et al. 2016). Sin embargo,
un estudio reciente demuestra que las sefiales transmitidas por fibras C sensibles a
temperaturas cdlidas no son indispensables para la deteccion de estas temperaturas.

Curiosamente, para percibir estos estimulos, es necesaria una subpoblacién de neuronas
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sensibles a frio, que disparan de manera tdnica hasta que el ascenso de la temperatura las
silencia (Paricio-Montesinos et al. 2020). Por lo tanto, los mecanismos concretos que median la

deteccion de temperaturas calidas estan aun por dilucidar.

Por otro lado, las fibras sensoriales involucradas en la percepcidn del calor doloroso se
dividen en dos tipos: A§, capaces de detectar la sefial nociva de manera rapida, y C, de activacion
mas lenta pero sostenida (Treede etal. 1995). Ambos tipos de fibras forman sinapsis
glutamatérgicas en la medula espinal y pueden establecen arcos reflejos que provocan
movimientos de retirada. La exposicién prolongada a calor nocivo puede provocar dafio tisular
y liberacién de ATP, protones y especies reactivas de oxigeno, que pueden activar a otros
nociceptores (Vriens, Nilius, y Voets 2014). Entre los canales idnicos responsables de la
deteccidn del calor nocivo destaca TRPV1. Este canal se activa por altas temperaturas, pH acido
y basico, compuestos vaniloides y moléculas lipidicas enddgenas. Cuando se elimina TRPV1, se
reducen muy significativamente las respuestas a capsaicina y a calor (> 43 °C) y no aparece la
hiperalgesia al calor asociada a la inflamacién, pero se mantienen las respuestas a calor de mas
de 55 °C (Caterina et al. 1997, 2000; Davis et al. 2000). Por ello, debieron postularse otros
candidatos para explicar estas respuestas a calor nocivo. Se consideré TRPV2, que se expresa en
los DRG y responde a temperaturas de mas de 52 °C, pero su eliminacidn en el ratén no ocasiona
déficits en la sensacidn de calor nocivo (Vriens etal. 2014). TRPM3 estd presente en
nociceptores y responde a altas temperaturas de manera similar a TRPV1. El ratdn knockout para
TRPM3 muestra déficits en la aversion al calor nocivo y en el desarrollo de hiperalgesia térmica
en tejidos inflamados. Sin embargo, la inhibicién farmacoldgica de TRPV1 en el ratén que no
expresa TRPM3 no elimina por completo las respuestas a estimulos térmicos nocivos (Vriens
et al. 2011), por lo que se asume que estos terminales deben expresar algun transductor
adicional de calor. La generacion de un triple knockout para TRPV1, TRPM3 y TRPA1, que
mostraba ausencia de retirada ante la exposicidn a estimulos de calor nocivo pero que mantenia
respuestas a frio, a estimulos mecdanicos y preferencias por temperaturas moderadas llevé a
sefialar a TRPA1 como el tercer transductor de calor nocivo. En el trabajo de Vandewauw y
colaboradores, se demuestra que es necesaria la eliminacion de los tres canales para abolir por
completo las respuestas al calor nocivo (Vandewauw et al. 2018) (Fig. 5). Ademads, diversos
estudios identifican otros canales y moléculas como sensores o moduladores de la sensacion
térmica nociva, como canales de cloruro Anoctaminal (ANO1), el complejo STIM1-Orail o
canales de potasio y de sodio dependientes de voltaje (Xiao et al. 2011; Cho et al. 2012; Vriens

et al. 2014).
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FIGURA 5. Canales idnicos TRP sensibles a calor. Principales canales TRP implicados en la
transduccion de sensaciones térmicas inocuas y nocivas, expresados por neuronas sensoriales y

1.1.3. Inflamacion y dolor inflamatorio

La inflamacion comienza cuando los tejidos del organismo responden a distintos insultos,
como un dafio infeccioso, traumatico, isquémico, fisico o quimico. La exposicidon a patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs, productos bacterianos o virales) o asociados a dafio
(DAMPs, sefiales enddgenas de dafio celular) provocan la liberacion por parte de los propios
nociceptores (en la llamada inflamacién neurogénica), asi como de otras células no neurales
(mastocitos, basofilos, macrofagos, células endoteliales, queratinocitos, etc.), de citoquinas,
qguimioquinas y otras moléculas que median el reclutamiento de otras células del sistema
inmune y cambios vasculares. Entre estas sustancias se encuentran péptidos y proteinas como
la bradiquinina, la SP, el NGF, el CGRP, y otras moléculas como ATP, histamina, serotonina,
prostaglandinas, leucotrienos y acetilcolina (McMahon et al. 2013; Bennett et al. 2018). Los
signos cardinales de la inflamacidn tisular son rubor, calor, dolor y turgencia, resultantes de la

vasodilatacién y la extravasaciéon (Kandel et al. 2021).

Con el objetivo de limitar la utilizacién normal del area dafada y favorecer su curacidn, los
nociceptores poseen varios tipos de receptores capaces de reconocer y responder a estas
sustancias, modificando la expresidén génica y la regulacidn de canales idnicos. Esto aumenta su
excitabilidad y sensibiliza la fibra a estimulos térmicos y mecanicos en un proceso conocido
como sensibilizacién periférica. Este proceso aumenta las respuestas del nociceptor a estimulos
nocivos (hiperalgesia), y le permite senalizar estimulos inocuos, que seran percibidos como

dolorosos (alodinia) (Woolf y Ma 2007; Basbaum et al. 2009).
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Uno de los principales mecanismos de sensibilizacion periférica que provoca el desarrollo
de hipersensibilidad mecdanica y térmica en inflamacién consiste en el aumento de expresion y
actividad del canal TRPV1 (Caterina et al. 2000; Li et al. 2021), desencadenada por mediadores
inflamatorios como el NGF (Chuang et al. 2001; Ji et al. 2002), la bradiquinina (Premkumar y
Ahern 2000; Chuang etal. 2001), la anandamida (Premkumar y Ahern 2000) o las
prostaglandinas (Moriyama et al. 2005). Otros canales, como los receptores de ATP P2X, los
canales sensibles a pH acido (ASICs) o los canales de sodio dependientes de voltaje Na,1.7 y
Na,1.8, también ven aumentada su expresion o sus respuestas en contextos inflamatorios (Xu y
Huang 2002; Liang et al. 2013; Duzhyy, Voitenko, y Belan 2021). El canal TRPA1 desempefia
también un rol fundamental. Se expresa en muchos nociceptores TRPV1*y reconoce una plétora
de mediadores inflamatorios y sefales de estrés. Su apertura activa el nociceptor, sefializando
dolor y promoviendo la liberacion de CGRP, SP y neuroquinina A en el tejido danado, lo que
sensibiliza a las terminaciones nerviosas de esa zona (Bautista, Pellegrino, y Tsunozaki 2013;

Viana 2016). Su papel en este proceso se revisara en un apartado posterior.

Este cambio fenotipico de los nociceptores también tiene un efecto a nivel central. La
inflamacidn induce un aumento en la expresiéon de TRPV1 y la liberacidon de glutamato, SP y el
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) en el asta dorsal de la médula espinal, activando
la microglia de esa regién y provocando la sensibilizacién en las neuronas de segundo orden
(Woolf y Thompson 1991; Abooj et al. 2016; Gu et al. 2022), en un proceso conocido como
sensibilizacidon central. Las neuronas de la médula espinal implicadas en este proceso se

describiran mas adelante.

1.1.3.1.  El modelo inflamatorio del CFA

En 1937, Freund y colaboradores descubrieron que la administracion de una suspensién en
parafina de bacilos muertos de la tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis) provocaba un
aumento de la sensibilidad y de los niveles de anticuerpos en conejos y cobayas (Freund, Casals,
y Hosmer 1937). Desde entonces, esta suspension, conocida como adyuvante completo de
Freund (CFA), se ha utilizado ampliamente como inductor de estados inflamatorios. El CFA actua
como activador del sistema inmune innato, activando las células dendriticas y estimulando la
secreciéon de citoquinas y quimioquinas, lo que provoca un aumento en la expresion de
sustancias algésicas como el NGF, la SP y el CGRP (Woolf et al. 1994; Billiau y Matthys 2001; Chen

et al. 2010). La administracién de CFA por via intraplantar en la extremidad posterior de ratones
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y ratas ha sido un modelo experimental de dolor inflamatorio habitual, pero otras zonas, como
la piel del drea orofacial, también han sido objeto de estudio (Krzyzanowska et al. 2011; Shinoda
et al. 2011). En todos los casos, en la zona de la inyeccidn aparece eritema y edema 6 horas
después de la inyeccidn, efecto que se prolonga durante dias e incluso durante varias semanas;
también se observa una disminucion de los umbrales de respuesta ante la aplicacién de
estimulos mecdnicos y térmicos (tanto de calor como de frio), manifestada por
comportamientos de retirada, retraccion o lamida de la zona inflamada tras la estimulacién. Este
aumento de la sensibilidad se hace evidente pocas horas tras la inyeccidn y se extiende durante
mas de 10 dias en la mayoria de los casos, describiéndose en algunos estudios cierta
sensibilizacion contralateral (Stein, Millan, y Herz 1988; Woolf et al. 1994; Ji et al. 2002; Chen
et al. 2010; da Costa et al. 2010; Pitzer, Kuner, y Tappe-Theodor 2016; Sheahan et al. 2017; Shen
et al. 2018; Lu et al. 2021). Ademas de los comportamientos de retirada, retraccion o lamida que
se observan como consecuencia del descenso de los umbrales de dolor térmico y mecanico,
otros comportamientos se ven alterados tras la administracion de CFA. En el ratdn, su inyeccion
intraplantar produce una disminucién en la actividad locomotora voluntaria, un peor
desempefo en la prueba de rotarod y un patrén de marcha y de pisada alterados, sin producir
cambios en la interaccién social ni comportamientos ansiosos. Curiosamente, aunque el edema
y la hipersensibilidad mecanica y térmica pueda durar varias semanas, la alteracién en estos
comportamientos no se prolonga durante mas de 2 o 3 dias (Cobos et al. 2012; Pitzer et al. 2016;

Sheahan et al. 2017; Altarifi, Alsalem, y Mustafa 2019).

Los mecanismos moleculares que activa el CFA para desencadenar la hipersensibilidad son
varios. En las neuronas sensoriales primarias, se ha demostrado que aumenta la expresiéon de
NGF y de TRPV1 (Shinoda et al. 2011), asi como de los canales de sodio Na,1.7 y Na,1.8 por la
via de la ciclooxigenasa (Gould et al. 2004), alterando la excitabilidad de estas células. También
induce la expresion de la éxido nitrico sintasa (NOS) en la piel, enzima que regula la expresion
de citoquinas proinflamatorias como IL-1B y TNF (Chen et al. 2010), y en la médula espinal,
aumenta la expresién de TLR4 y TRAF6 en microglia (Zhao, Zhang, y Li 2015; Lu et al. 2021). La
inhibicidn o el bloqueo de estos mecanismos consigue paliar la disminucién en los umbrales
térmicos y mecdnicos inducidos por la inflamaciéon por CFA, y entre ellos cabe destacar el
blogueo de algunos canales de la familia de los TRP, como TRPV1, TRPM3 y TRPA1 (Eid et al.
2008; Shinoda et al. 2011; Kriigel et al. 2017).
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1.2. El canal ionico TRPA1

La subfamilia TRPA de canales TRP recibe su nombre por las numerosas repeticiones de
anquirina en su dominio N-terminal. El Unico canal de esta subfamilia descrito en mamiferos es
el TRPA1, clonado por primera vez a partir de fibroblastos pulmonares humanos (Jaguemar,

Schenker, y Trueb 1999).

1.2.1. Estructura del canal TRPA1

TRPA1 esta constituido por cuatro subunidades idénticas de alrededor de 1100 aminodacidos
cada una, que se ensamblan formando un canal no selectivo permeable a los iones Ca%, Na*y
K* (Nilius y Flockerzi 2014). Cada mondmero esta formado por 6 segmentos transmembrana (S1-
S6), de los cuales dos (S5 y S6) flanquean el poro permeable a cationes, mas las porciones
intracelulares C- y N- terminal (Fig. 6.A). Las hélices alfa de la porcién C- terminal de las cuatro
subunidades se enrollan formando una hélice superenrollada bajo el poro, y estan rodeadas por
una porcién de N- terminal (Brewster y Gaudet 2015). En la porcidn N- terminal se localizan, en
vertebrados, de 14 a 18 repeticiones de anquirina (Gaudet 2008), de donde proviene el nombre
del canal (Fig. 6.A). A estas anquirinas no se les ha atribuido actividad enzimatica, y se han
considerado como regiones fundamentales para la interaccidn proteina-proteina y para la
insercién del canal en la membrana (Nilius, Appendino, y Owsianik 2012) pero, ademas de lo
dicho, también contienen residuos de cisteina a los que se unen algunos agonistas de TRPA1 que
inducen modificaciones covalentes del N- terminal y provocan la apertura del canal (Hinman
et al. 2006; Macpherson et al. 2007). Ademas, algunas de estas repeticiones son necesarias para
las sensibilidades mecdnica, térmica y a calcio que se han descrito para este canal (Cordero-

Morales, Gracheva, y Julius 2011; Hwang, Stearns, y Tracey 2012; Tang et al. 2020).
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FIGURA 6. Estructura y distribucion del canal TRPA1. (A): Representacién esquematica del canal
TRPA1L. Se representan, de N- a C-terminal: en gris, repeticiones de anquirina de 1 a 11; en
turquesa, repeticiones de anquirina de 12 a 16; en naranja, dominio de enlace; en lila, las
regiones transmembrana de S1 a S4; en azul, las regiones que forman el poro S5 y S6; en rojo,
el dominio TRP y en verde, C- terminal. Se marcan 3 de las cisteinas importantes para la
respuesta a compuestos electrofilicos (€621, C633 y C665) y el sitio de unidn en S4-S5, para los
no electrofilicos. Modificado de Brewster y Gaudet, 2015. (B): Distribucién del canal TRPAL.
Aunque TPA1 se ha estudiado principalmente en el sistema nervioso periférico, se expresa
ampliamente en varios tejidos considerados de barrera, como el endotelio de los vasos
sanguineos, la piel, el intestino o el sistema respiratorio. En esos tejidos, actia como centinela

1.2.2. Distribucion del canal TRPA1

En 2003, Story y colaboradores demostraron la expresiéon del canal TRPA1l en fibras
nerviosas no mielinizadas de los DRG, coexpresandose con marcadores de nociceptores como
CGRP y TRPV1 (Story et al. 2003). Su expresidén no se limita a los ganglios raquideos, sino que
trabajos posteriores lo identifican también en los ganglios trigéminos y nodosos (Nagata et al.
2005). Ademas de en las terminaciones sensoriales, se ha descrito la expresion de TRPA1 en la
corteza somatosensorial (Kheradpezhouh et al. 2017), en células del sistema auditivo, en células
enterocromafines, células endoteliales y en queratinocitos (Fernandes, Fernandes, y Keeble
2012), asi como en células del sistema inmune (Naert, LOpez-Requena, y Talavera 2021) y células
gliales (Fig. 6.B). En astrocitos corticales, por ejemplo, TRPA1 funciona como regulador de los

niveles de calcio intracelular (Shigetomi et al. 2012), mientras que en células de Schwann y en
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células de glia de satélite del DRG, parece contribuir a la sensibilizacién de los nociceptores en
contextos inflamatorios (De Logu et al. 2017; Shin et al. 2020). Un trabajo reciente de Patil y
colaboradores cuestiona la expresidn de TRPA1 en glia en condiciones fisioldgicas, restringiendo
por tanto su expresion a aferentes sensoriales, células de las mucosas de estémago y colon y

células de Hensen en el 6rgano de Corti (Patil et al. 2023).

1.2.3. Agonistas del canal TRPA1

En un primer momento, se describié a TRPA1 como un canal catidnico que se activaba por
bajas temperaturas (~ 10 °C) (Story et al. 2003) y, aunque algunos estudios no observan tal
sensibilidad (Nagata et al. 2005; Bautista et al. 2006), otros han demostrado que es un canal
termosensible que se activa a temperaturas bajas y altas (Fajardo et al. 2008; Karashima et al.
2009; Moparthi et al. 2016, 2022). Por otro lado, estd demostrada su funcién como detector de
sustancias irritantes, marcadores de dafio y estrés celular o mediadores inflamatorios. En este
sentido se han descrito multitud de agonistas para este canal, como el isotiocianato de alilo y la
alicina, que son extractos presentes en la mostaza, el rdbano picante y el ajo (Jordt et al. 2004;
Bautista et al. 2006), mediadores inflamatorios (Bandell et al. 2004), irritantes ambientales
(Gerhold y Bautista 2008), productos de estrés oxidativo (Andersson et al. 2008) o endotoxinas
bacterianas (Meseguer et al. 2014; Viana 2016). En otros estudios se ha descrito ademas su
capacidad de transducir fuerzas mecanicas (Vilceanu y Stucky 2010), y ratones knockout para
este gen presentan deficiencias en sus respuestas a estimulos mecanicos (Kwan et al. 2009;
Zappia et al. 2017). Aunque su papel en la transduccion del calor nocivo no se ha considerado
fundamental, si se ha demostrado que es sensible a calor en el rango inocuo (Moparthi et al.
2016), y algunos estudios lo sefialan como clave para la determinacidon del umbral térmico
(Hoffmann et al. 2013). Mas recientemente, y como ya se ha comentado, se ha incluido como
miembro de la triada de canales TRP (TRPV1-TRPM3-TRPA1) fundamentales para la deteccion

de altas temperaturas (Vandewauw et al. 2018).

1.2.4. Papel de TRPA1 en la inflamacion y sensibilizacién

El amplio catdlogo de sustancias que pueden activar al canal TRPA1 lo convierten en un

detector éptimo de un posible dafo tisular (Viana 2016). Su expresion es exclusiva de fibras C, y
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su activacion inicia el mecanismo de la inflamacidon neurogénica a través de la liberacién de
CGRP, SP y neuroquinina A en tejidos y vasos afectados, con sus consecuentes efectos de
vasodilatacién, edema e infiltracidn leucocitaria (Earley 2012; Meseguer et al. 2014; Gouin et al.
2017). Gracias a ello, TRPA1 se postula como un actor importante en una gran variedad de
sindromes inflamatorios secundarios a la accién de irritantes ambientales y proalgésicos

enddgenos (Julius 2013).

Trabajos realizados en modelos inflamatorios del dolor, como el del CFA descrito
previamente, han demostrado que el canal TRPA1 juega un papel importante en el desarrollo
de la hipersensibilidad caracteristica de estos modelos, ya que su inhibicién local bloquea la
alodinia e hiperalgesia mecdanica y térmica que se desarrolla tras la inflamacién, permaneciendo
intactas las respuestas agudas (Petrus et al. 2007; da Costa et al. 2010; del Camino et al. 2010).
En el modelo de la formalina, compuesto que activa TRPA1 (McNamara et al. 2007), aparece una
primera fase de dolor agudo y una secundaria mas prolongada, dependiente de la sensibilizacion
de circuitos espinales (Tjglsen etal. 1992). En modelos de enfermedades inflamatorias
intestinales se ha observado un aumento en la expresiéon de TRPA1, tanto en terminales del

colon como en la médula espinal (Li et al. 2016).

En los ultimos afios, se ha puesto el foco en la expresidon de TRPA1 en la médula espinal y su
papel en la sensibilizacién y la transicién del dolor agudo al dolor crénico. La activacion de TRPA1
tanto a nivel periférico (Malmberg y Yaksh 1995) como en sinaptosomas espinales (Quallo et al.
2015) provoca la liberacion de CGRP, aminoacidos excitatorios y prostaglandinas en el asta
dorsal; la administracion por via intratecal de antagonistas de este canal disminuye la
vasodilatacién, la hipersensibilidad y la fase de dolor prolongado resultantes de la inyeccion de
sustancias algésicas como la formalina, la capsaicina o el CFA (da Costa et al. 2010; Wei et al.
2011; Martinez-Rojas et al. 2018). Todos estos datos apuntan a TRPA1 como actor fundamental
en el desarrollo de hipersensibilidad y en la prolongacién de los estados de dolor en modelos
inflamatorios. Sin embargo, se desconoce la identidad de las neuronas espinales postsinapticas

a las fibras TRPA1*.
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1.3.  La médula espinal

1.3.1. Estructura y organizacion

La médula espinal se incluye dentro del sistema nervioso central, y constituye la primera
estacion de relevo de la informacidn sensorial desde la periferia. La médula espinal del ratén se
divide tipicamente en 34 segmentos, determinados por la emergencia de los distintos nervios
espinales: 8 cervicales (C1-C8), 13 toracicos (T1-T13), 6 lumbares (L1-L6), 4 sacros (S1 a S4) y 3
coccigeos (Col1-Co3). En su porcidn cervical (C5-T1) y lumbar (L2-L6), la sustancia gris aparece
engrosada, por ser las regiones de donde parten los nervios que inervan las extremidades
anteriores y posteriores respectivamente (Watson y Kayalioglu 2009). Las terminales centrales
de las neuronas sensoriales primarias entran en la médula espinal a través de las raices dorsales.
Una vez en el asta dorsal de la médula espinal, estos axones emiten colaterales que ascienden
o descienden a lo largo de uno o dos segmentos medulares antes de penetrar en la sustancia
gris del asta dorsal, estableciendo su primera sinapsis con neuronas de segundo orden (Purves

et al. 2018).

La sustancia gris de la médula espinal es heterogénea en términos de tamafio, forma y
densidad de sus células, pero muestra cierta organizacién histolégica, lo que permitié que Rexed

definiera 10 zonas regulares o ldminas (descritas como ldminas I-IX y un area X alrededor del

conducto central) (Rexed 1954) (Fig. 7.A). Estas laminas son similares en todos los mamiferos, y
sus células muestran unos patrones bioquimicos, funcionales y de conectividad caracteristicos
de cada lamina (Heise y Kayalioglu 2009). Generalmente se considera como asta dorsal o
posterior las [dminas I-VI, que por norma general contienen neuronas que reciben informacion
sensorial (igual que el area X, que parece recibir informacién sensorial visceral), mientras que

las laminas VII-IX forman el asta ventral, con interneuronas involucradas en coordinacion de

movimientos y motoneuronas (Heise y Kayalioglu 2009; Haines y Mihailoff 2017).

Existe una organizacién muy precisa de la informacién que llega a la médula espinal desde
la periferia. Los nociceptores A, que transmiten las primeras sefiales de dolor, hacen sinapsis
en neuronas de l[dminas | y V. Las fibras AB, mas rapidas y de bajo umbral, responden al tacto
ligero no nocivo y proyectan a las laminas lll, IV y V. En cambio, los nociceptores C terminan en
[dminas mas superficiales: los peptidérgicos en la [dmina | y la parte externa de la Il (llo), y los no
peptidérgicos, en la parte interna de la ldamina Il en su porcién dorsal (lli dorsal, Fig. 7.B). En

registros electrofisioldgicos de la médula espinal, se demostré que las neuronas de lamina |
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respondian a estimulos nocivos, las de ldminas Ill y IV a estimulaciones inocuas, y las de lamina
V a ambos tipos de estimulos, por via directa monosinaptica (informacién conducida por fibras
AB y Ab) o via indirecta polisindptica (informacién conducida por fibras C) (Basbaum et al. 2009;

Braz et al. 2014).
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FIGURA 7. Organizacién laminar y aferencias de la médula espinal. (A): Divisién propuesta por
Rexed de la sustancia gris de la médula espinal de ratén en 10 laminas (I-X). (B): Organizacion de
las aferentes sensoriales en su entrada al asta dorsal de la médula espinal. Las fibras C
peptidérgicas hacen sinapsis con neuronas de las ldminas | y Il externa (llo), las no peptidérgicas,
con neuronas de la [dmina Il interna (lli) dorsal y los nociceptores A8, con neuronas en las
[dminas | y V. Las fibras AB y C que transmiten el tacto inocuo terminan en las ldminas que van
de la lli ventral a la V. Modificado de Braz et al. 2014.

1.3.2. Subpoblaciones neuronales en el asta dorsal

Dentro de la sustancia gris de la médula espinal dorsal, encontramos dos tipos de neuronas.
La fraccién minoritaria (< 1 %) esta constituida por las neuronas de proyeccion, origen de
multiples vias ascendentes que transmiten informacién sensorial y que hacen relevo en centros
superiores. Desde estos nucleos, la informacion alcanzara el tdlamo y, finalmente, la corteza
cerebral, donde se distinguen los aspectos discriminativos y emocionales de la informacion
sensorial (Basbaum et al. 2009). Por otro lado, se encuentran las interneuronas, que componen
el 99 % de todas las neuronas del asta dorsal y actuan como intermediarias entre las neuronas

sensoriales, las neuronas de proyeccion y las neuronas motoras, formando circuitos locales. La
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funcién de estas interneuronas es dar paso y priorizar la informaciéon que alcanza el sistema

nervioso central (Hughes y Todd 2020).

1.3.2.1.  Neuronas de proyeccion

Los somas de la mayoria de neuronas de proyeccidn involucradas en la transmisién del dolor
y la temperatura en ratdn y rata se encuentran mayoritariamente en la ldmina | y dispersas por
las laminas 1lI-V, aunque también se han encontrado poblaciones en las [dminas VIl y VI
(Wercberger y Basbaum 2019). La ldmina V por su parte contiene las neuronas de proyeccion de
amplio rango dindmico (wide dynamic range, WDR), que responden tanto a estimulos nocivos
como a inocuos (Braz et al. 2014). La mayoria de los axones de las neuronas involucradas en la
transmisién del dolor y la temperatura proyectan al lado contralateral conformando el tracto
anterolateral, y alcanzan varias regiones del encéfalo, incluyendo el bulbo caudal ventrolateral,
el nucleo del tracto solitario, el nucleo parabraquial lateral (LPB), la sustancia gris
periacueductal, el talamo y el hipotdlamo (Todd 2010; Abraira y Ginty 2013). En el caso de la
[dmina |, las neuronas de proyeccion constituyen un 5 % del total de neuronas, y la gran mayoria
(> 90 %) proyectan al LPB, aunque emiten colaterales que pueden integrarse en otros niveles
medulares o alcanzar otras areas de las mencionadas anteriormente (Al-Khater y Todd 2009). El
alto porcentaje de proyecciones sobre el LPB hace que la mayoria de los estudios sobre neuronas

de proyeccion empleen inyecciones para el trazado retrégrado desde este nucleo.

Las poblaciones de neuronas de proyeccién involucradas en nocicepcién no son
homogéneas, y existe un creciente interés en su clasificacién. Son neuronas glutamatérgicas
(Todd 2017), y el marcador mdas ampliamente utilizado para su identificacion es el receptor de
neuroquinina 1 (NK1R) (Fig. 8), presente en aproximadamente el 80 % de las neuronas de
proyeccion de la lamina | y activado por la SP, liberada por los terminales centrales de los
nociceptores tras su estimulacién (Littlewood et al. 1995). Las neuronas de proyeccién pueden
clasificarse también en multipolares, fusiformes o piramidales en funcién de la orientacion y
ramificacion de sus dendritas (Todd 2010). Las neuronas de proyeccion NK1R* nociceptivas
suelen ser multipolares o fusiformes, mientras que las NK1R™ no nociceptivas suelen ser
piramidales (Almarestani et al. 2009; Braz et al. 2014). Entre las neuronas de proyeccién de las
[dminas IlI-V, la expresién de NK1R es menor, de alrededor de un 44 %. Aunque su soma se
encuentra mds profundo, extienden sus arboles dendriticos hasta la |lamina |, asi que reciben

inputs tanto de fibras AP de bajo umbral como de aferentes SP* (Wercberger y Basbaum 2019).
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Ademas de las neuronas NK1R* de la Idmina |, existe entre las NK1R una poblacién de neuronas
de proyeccidon de soma muy grande, activadas por estimulos nocivos y que reciben input
sindptico excitatorio e inhibitorio muy abundante por parte de interneuronas (Todd 2010) (Fig.

8).

La aplicacidn de estimulos nocivos, como la formalina y el calor o frio nocivos, inducen la
expresion del gen cfos, marcador de actividad, en un porcentaje alto de las neuronas de
proyeccion (Todd et al. 2002; Polgar et al. 2008), y la eliminacién de las neuronas NK1R* en
[dmina | provoca una disminucidn de la hiperalgesia mecdanica y térmica causada por capsaicina
(Mantyh et al. 1997), lo que implica un papel fundamental de estas neuronas en la sefializacion
del dolory el desarrollo de la hipersensibilidad. Estudios recientes de imagen in vivo de la médula
espinal han demostrado que las neuronas espinoparabraquiales de la ldmina | responden con
un perfil predominantemente polimodal a estimulos mecdnicos y térmicos sélo en el rango
nocivo, pero destaca una poblacién separada sensible al frio inocuo con distinta morfologia y
propiedades fisioldgicas (Hachisuka, Koerber, y Ross 2020; Chisholm et al. 2021). A pesar de que
estos estudios confirman el papel polimodal de muchas neuronas de proyeccion, se han
caracterizado distintas subpoblaciones de neuronas espinoparabraquiales, tanto NK1R* como
NK1R’, cuya diversidad molecular puede determinar el procesamiento del picor, el dolor y el

tacto afectivo (Choi et al. 2020; Wercberger et al. 2021).
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FIGURA 8. Circuitos neuronales establecidos entre aferentes sensoriales, interneuronas y
neuronas de proyeccidn. Se muestran tres neuronas de proyeccién: dos NK1R* en las l[dminas |
y lll'y una célula gigante NK1R en la Idamina I. Ambas NK1R*reciben inervacidn de aferentes SP*,

y la de la ldamina lll recibe ademds de mecanorreceptores de bajo umbral. Estas neuronas de
proyeccion reciben input tanto de interneuronas excitatorias (GLU) como inhibitorias (GABA).

Modificado de Todd 2010.

1.3.2.2. Interneuronas

La mayoria de las neuronas en las laminas | y Ill, y la practica totalidad de neuronas en la
[dmina 1l, emiten axones que permanecen en la médula espinal, mientras que sus arboles
dendriticos se ramifican localmente, por lo que se las denomina interneuronas (Todd 2010) (Fig.
8). La heterogeneidad de su morfologia, propiedades electrofisioldgicas, conectividad y perfiles

transcripcionales reflejan el complejo rol de las células del asta dorsal en la integracién vy
modulacién de la informacion sensorial (Peirs, Dallel, y Todd 2020).
La clasificaciéon de las interneuronas espinales es compleja. Ya en 2002, Grudt y Perl

propusieron una clasificacién morfoldgica, que correlaciona solo parcialmente con una
identidad funcional. Dividieron las interneuronas en islet (emiten largas prolongaciones
rostrocaudales en la misma I[dmina), centrales (similares a las islet pero con prolongaciones mas
cortas), verticales (con amplios arboles dendriticos que se extienden dorsoventralmente

invadiendo otras laminas) y radiales (con un arbol dendritico restringido y axén variable) (Fig. 8,
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9) (Grudt y Perl 2002). Esta clasificacién se ha seguido utilizando, aunque se han descrito
interneuronas que no encajan en ninguno de estos tipos (Yasaka et al. 2010). Las propiedades
electrofisioldgicas, y mas concretamente el patron de disparo evocado por la inyeccién de
corriente, también han sido utilizadas como elemento clasificador. Se distinguen varios patrones
de disparo, siendo los mas abundantes el ténico, el retrasado, el inicial y el simple (Fig. 9)
(Graham y Hughes 2020). Estos patrones de disparo vienen definidos por la expresion de
distintos canales idnicos, particularmente las conductancias a potasio tipo A y tipo K1
(Balachandar y Prescott 2018). Cada clase morfoldgica presenta un patron de disparo
caracteristico: por regla general, las islet, las centrales y algunas verticales disparan de manera
tdnica oinicial, mientras que otras verticales y las radiales muestran un patrdn retrasado (Yasaka

et al. 2010; Todd 2017).

Sin embargo, la clasificacion mas habitual de las interneuronas se hace en base a su
naturaleza neuroquimica, dividiéndose en dos grandes clases: inhibitorias y excitatorias. Las
inhibitorias utilizan como neurotransmisores el acido y-aminobutirico (GABA) o la glicina; en
raton vy rata, alrededor del 30 % de las neuronas de las [dminas |, Il y Il son GABAérgicas (Polgar,
Durrieux, et al. 2013). Una porcién de estas interneuronas GABAérgicas co-expresa glicina,
especialmente aquellas de la lamina Il (Todd y Sullivan 1990; Zeilhofer, Wildner, y Yevenes
2012). Generalmente se considera que las interneuronas que no son GABAérgicas, son
excitatorias: éstas utilizan glutamato como neurotransmisor y se reconocen por su expresion del
transportador vGLUT2, visible en los terminales axdnicos (Todd et al. 2003). Las técnicas de
secuenciaciéon de RNA de célula unica han permitido profundizar en el estudio de la identidad
de estas poblaciones neuronales. En 2018, Haring y colaboradores identificaron 15 tipos
moleculares de neuronas excitatorias (clusters Glut1-15) y 15 inhibitorias (clusters Gabal-15) en
el asta dorsal de la médula espinal del ratdn (Fig. 9) (Haring et al. 2018). Utilizando este y otros
conjuntos de datos, Russ y colaboradores generaron un atlas de tipos celulares espinales, en el
que ampliaron a 30 los clusters excitatorios y a 21 los inhibitorios en la porcidn dorsal de la
médula. Ademds, observaron mayor diversidad entre las neuronas dorsales que entre las
ventrales, y describieron los clusters dorsales como grupos discretos, facilmente distinguibles
mediante conjuntos de marcadores especificos, mientras que los ventrales presentaban
patrones solapantes (Russ etal. 2021). También constataron que, entre las poblaciones
dorsales, la expresion de genes relacionados con la plasticidad es mas abundante,
presumiblemente para favorecer procesos de sensibilizacién, mientras que entre las ventrales,
lo es la expresidn de genes involucrados en adhesion estructural y estabilidad, contribuyendo a

la consistencia de los circuitos motores (Russ et al. 2021). Siguiendo esta estrategia, varios
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estudios han obtenido resultados similares en humanos, donde las poblaciones dorsales son

también mas diversas y diferenciables que las ventrales (Yadav et al. 2023; Zhang et al. 2024).

Cada una de estas poblaciones de neuronas expresa unos marcadores especificos y que en
algunos casos no son solapantes. Por ejemplo, dentro de la poblacién excitatoria destacan las
subpoblaciones que expresan neurotensina (NTS), SP, neuroquinina B (NKB), péptido liberador
de gastrina (GRP), colecistoquinina (CKK) o neuropéptido FF (NPFF). Estas 6 subpoblaciones no
solapantes suman el 75 % de todas las neuronas excitatorias en lamina Il (Peirs et al. 2020). Otros
marcadores de interneuronas excitatorias son la somatostatina (SOM), presente en el 19y el 53
% de las neuronas excitatorias de lamina | y Il respectivamente (Duan et al. 2014); la isoformay
de la proteina quinasa C (PKCy), exclusiva de neuronas excitatorias y muy abundante en la lamina
Il interna (Peirs et al. 2014); la calretinina (CR), expresada por el 40 % de las excitatorias en
[dminas | y Il (y también en un 25 % de inhibitorias) (Gutierrez-Mecinas et al. 2019) o la
encefalina (ENK), expresada por una mezcla de interneuronas excitatorias e inhibitorias
(Francgois et al. 2017). Estos cuatro marcadores se expresan ampliamente, y se superponen entre

si'y con otras subpoblaciones (Fig. 9).

De la misma manera, en el caso de las interneuronas inhibitorias, se han encontrado 5
poblaciones no solapantes, clasificadas en funcién de la expresion de marcadores como
galanina/dinorfina (GAL/DYN), neuropéptido Y (NPY), sintasa neuronal de dxido nitrico (NNOS),
parvalbumina (PV) y calretinina (CR). Estas poblaciones constituyen la practica totalidad de las
neuronas inhibitorias en las ldminas | y Il, aunque, con excepcidon de NPY, el resto de los

marcadores también se han identificado en neuronas excitatorias (Fig. 9) (Peirs et al. 2020).

Esta identidad molecular también puede relacionarse con las caracteristicas morfolégicas,
electrofisioldgicas y ultraestructurales de las neuronas del asta dorsal. Por ejemplo, las células
islet son siempre GABAérgicas, las radiales y la mayoria de las verticales son glutamatérgicas y
las centrales pueden ser de ambos tipos (Yasaka et al. 2010). Respecto al patréon de disparo, el
tdnico es el mas habitual en interneuronas inhibitorias mientras que el retrasado y el inicial son
mas frecuentes en excitatorias que en inhibitorias (Browne et al. 2020). A su vez, subpoblaciones
concretas pueden disparar de manera homogénea, lo que sugiere una expresién similar de
canales idnicos dependientes de voltaje. Por ejemplo, las poblaciones de interneuronas PKCy*y
SP* poseen un patrdn retrasado, las GRP*, uno inicial o simple y las PV*, uno ténico (Abraira et al.
2017; Dickie et al. 2019). Al estudiar las sinapsis establecidas por distintas subpoblaciones de
neuronas, se observa que las glutamatérgicas forman sinapsis axosomaticas, axodendriticas o

axoespinales, mientras que las inhibitorias pueden formar axodendriticas o axosomaticas pero
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también axoaxonales sobre los terminales centrales de aferentes sensoriales, con excepcion de

las fibras C peptidérgicas (Graham y Hughes 2020) (Fig. 9).
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FIGURA 9. Clasificacion de las interneuronas del asta dorsal de la médula espinal. Clasificacion
esquematica de los tipos de interneuronas en las laminas superficiales en funciéon de su
morfologia, del tipo de sinapsis que establecen, del patrén de disparo de potenciales de acciéon
tras la inyeccion de corriente, de la pertenencia a agrupaciones moleculares y de la expresién
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1.3.3. Funciones y adaptaciones de los circuitos espinales

Aunque se considera que la codificacion periférica de la informacidon sensorial puede
discurrir por una via mas o menos definida (linea marcada o “labeled line”), en la que las
neuronas de una determinada poblacidn estan asociadas a una submodalidad sensorial, esto no
estd tan claro en el caso de las neuronas de segundo y tercer orden de la médula espinal
(Moayedi y Davis 2013). Un caso de “linea marcada” en la médula espinal puede estar
representado por la via del picor: las interneuronas excitatorias que expresan el receptor para
GRP (GRPR) son necesarias para el procesamiento del picor inducido por pruritégenos quimicos
(Sun et al. 2009), y las que expresan urocortina 3 lo son para el procesamiento del picor
mecanico (Pan et al. 2019). Al mismo tiempo, interneuronas inhibitorias, como las que expresan
Bhlhb5 o dinorfina, se encargan de inhibir esta via del picor (Ross et al. 2010; Huang et al. 2018).
En otros casos, sin embargo, el procesamiento de una modalidad de estimulo requiere de la
actividad conjunta de varias subpoblaciones neuronales, que a su vez participan en la

codificacién de estimulos de diferente naturaleza (Gatto et al. 2021).

Siguiendo esta idea, Melzack y Wall propusieron en 1965 su “teoria de la compuerta”, segun
la cual las células de la [dmina Il modulan la transmisién de la informaciéon desde las aferentes
sensoriales hacia las neuronas de proyeccion. Las interneuronas ejercerian su actividad
inhibitoria sobre la neurona de proyeccidon cuando aumenta la actividad de las fibras AB, y cesan
esa inhibicion cuando se estimulan los nociceptores, facilitando la transmision del dolor y
produciendo la hipersensibilidad (Melzack y Wall 1965). Aunque esta presuncion se ha aceptado
universalmente, ahora sabemos que la organizacion neuronal y la circuiteria de esta region
medular poseen un grado de complejidad mucho mas alto. Ademas, estos circuitos son

cambiantes, sufriendo modificaciones en condiciones patoldgicas.

Uno de los casos mas estudiados es el de la transmision del dolor inducido por estimulacién
mecadnica, y la hiperalgesia y alodinia mecanicas originadas en situaciones de inflamacion o dafo
nervioso. Las interneuronas excitatorias SOM®* parecen jugar un papel importante en este
proceso, ya que reciben inervacidén tanto de aferentes AS/C como de AB, y conectan estos
ultimos mediante circuitos polisindpticos con las vias del dolor en situaciones patoldgicas (Duan
et al. 2014). Dentro de esta poblacion SOM*, encontramos las PKCy* y las CR*, que parecen ser
las encargadas del desarrollo de hipersensibilidad en modelos neuropaticos e inflamatorios,
respectivamente (Malmberg et al. 1997; Peirs etal. 2021). Las interneuronas inhibitorias

también juegan un papel decisivo en este proceso. Por ejemplo, las interneuronas PV* inhiben a
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las PKCy* y, mediante sinapsis axoaxodnicas, a las fibras AB, pero en modelos inflamatorios y
neuropaticos su excitabilidad y por tanto su tono inhibitorio disminuye facilitando la transmision
dolorosa (Petitjean et al. 2015; Boyle et al. 2019). También ocurre con las NPY*, que inhiben
directamente a las neuronas de proyeccién de la ldmina | y que ven reducida su actividad tras la
lesién del nervio cidtico, permitiendo que el tacto inocuo active las vias dolorosas (Tashima et al.

2021) (Fig. 10).
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FIGURA 10. Representacion esquematica de los circuitos en el asta dorsal de la médula espinal

que facilitan la transmision de dolor y la hipersensibilidad mecanica en condiciones
patoldgicas. En rojo se muestran las vias y los circuitos para la transmisién de la informacion
nociceptiva conducida por las fibras A y C. A su llegada a las ldminas superficiales de la médula
espinal, hacen sinapsis tanto con neuronas de proyeccion (NK1R*) como con interneuronas
excitatoras (SOM*) e inhibitorias. Por otro lado, los terminales mielinicos que conducen el tacto
inocuo (en azul) establecen circuitos con varias subpoblaciones de interneuronas excitatorias e
inhibitorias que, en condiciones de lesidn neuropdtica o inflamatoria, pueden facilitan la
transmisién sensorial hasta las laminas superficiales evocando sensaciones dolorosas.

50



En cambio, los circuitos espinales encargados de la transmisidon del calor nocivo y sus
adaptaciones en contextos inflamatorios y neuropaticos son menos conocidos. Haring y
colaboradores demostraron que la aplicacién de pulsos de calor nocivo activaba interneuronas
pertenecientes a 6 de las 15 agrupaciones o “clusters” excitatorias y a 5 de las 15 inhibitorias
(Haring et al. 2018). La participacion de las poblaciones neuronales descritas anteriormente en
la codificacion de estimulos mecanicos estd sujeta a debate en el caso de los estimulos de calor
nocivo; la mayoria de esas poblaciones no parecen participar de esta modalidad sensorial, con
la excepcién de las SOM* y las NPY*. Ademas, la aplicacién de calor nocivo parece reclutar otras
poblaciones inhibitorias como las NNOS* y galanina* (Polgar, Sardella, et al. 2013; Christensen
et al. 2016; Peirs et al. 2021). Recientemente, el trabajo de Wang y colaboradores arrojo luz
sobre estos mecanismos centrales de procesamiento del calor nocivo, al descubrir que un
porcentaje alto de las neuronas del asta dorsal que se activaban por calor eran positivas para el
receptor tirosina quinasa ErbB4. Observaron que esta poblacién de interneuronas excitatorias
recibia sinapsis directas de los terminales TRPV1", y su bloqueo disminuia la sensacion de dolor
térmico y la hiperalgesia térmica tras la inflamacion (H. Wang et al. 2022), describiendo asi un

circuito para el procesamiento de estimulos de calor nocivo.

Sin embargo, el efecto que tiene la inflamacidn periférica sobre estos circuitos no esta claro
aun. Es necesario entender la contribucion de las distintas subpoblaciones neuronales a la
transmisién de informacién nociceptiva y los cambios que originan la hipersensibilidad en
condiciones inflamatorias. Es por ello que el canal TRPA1 cobra especial relevancia, por su papel

destacado en procesos inflamatorios y en la cronificacion del dolor.

1.4, Marcadores de actividad

1.4.1. Genes de expresion temprana

La informacion sensorial se transmite hasta centros superiores mediante vias polisinapticas
que involucran a varias poblaciones neuronales (Kemplay y Webster 1986), lo que dificulta el
estudio e identificacién de las neuronas implicadas en el proceso. Para ello, son particularmente
relevantes los genes de expresion temprana (“Immediate Early Genes”), genes cuya expresion
se induce rdpidamente, minutos después de la actividad eléctrica o de la presentacién de
hormonas y factores de crecimiento, y cuyo producto es una proteina nuclear que afecta a la

trascripcién de genes implicados en proliferacion, diferenciacion y muerte celular (Sheng y
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Greenberg 1990; Herrera y Robertson 1996). Entre ellos se encuentra el gen cfos, que, en el
ambito del sistema nervioso, se ha utilizado tradicionalmente para identificar poblaciones
neuronales en el cerebro involucradas en procesos muy diversos de plasticidad sindptica, como
la memoria (Sakaguchi y Hayashi 2012) o el miedo (Silva, Burns, y Graff 2019), pero también en
procesos como la actividad epiléptica (Morgan et al. 1987), la sed (Sagar, Sharp, y Curran 1988)
o la actividad sexual (Robertson et al. 1991). También en la médula espinal se ha descrito la
expresion de cfos en respuesta a los estimulos sensoriales. Hunt y colaboradores fueron los
primeros que describieron un aumento de la expresidon de este gen en neuronas del asta dorsal
de la médula espinal tras la aplicacion de estimulos nocivos en la extremidad posterior de ratas,
como la inyeccidn de agonistas de TRPA1 o la aplicacidn de altas temperaturas (Hunt, Pini, y
Evan 1987). Posteriormente, Bullit demostrd que la estimulacion mecanica nociva es también
inductora de cfos en médula espinal, observando un aumento de su expresidn en areas
cerebrales involucradas en el procesamiento del dolor, como el drea parabraquial, algunos

nucleos del talamo y la amigdala (Bullitt 1990).

1.4.2. Sistemas reporteros basados en marcadores de actividad

Esta expresion temprana y transitoria ligada a actividad de los genes de expresiéon temprana
ha constituido un punto de partida prometedor para disefiar herramientas genéticas que
permitieran el marcaje permanente de células basdandose en la actividad de esos genes de
expresion temprana. Ya en 2007, Reijmers y colaboradores desarrollaron el sistema TetTag, en
el que el transactivador dependiente de tetraciclina tTA estd dirigido por un fragmento del
promotor de cfos. Un segundo transgén dependiente de tTA se encuentra inhibido por la
administracién continua de doxiciclina, que cuando se retira permite la expresiéon continua del
transgén en neuronas que expresan cfos en ese momento (Reijmers et al. 2007). Sin embargo,
este sistema cuenta con ciertas limitaciones, como un nivel alto de expresidon espuria del
reportero, una ventana de tiempo amplia, delimitada por la retirada de doxiciclina, que reduce
la resolucién temporal y una expresion del reportero que, a partir de los 5 dias, empieza a
reducirse hasta que, a los 30, desaparece completamente (Reijmers et al. 2007; Liu et al. 2012).
Es por ello que Guenther y colaboradores desarrollaron en 2013 la primera version del ratén
TRAP, un knock-in que utiliza elementos regulatorios de cfos para expresar la recombinasa
CreERT2. En este caso, mientras cfos se esté expresando, es la administracion de tamoxifeno la

que permite la traslocacidn de la recombinasa al nicleo, donde desencadena la integracién por
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recombinacidn de un gen reportero con secuencias “STOP” flanqueadas por sitios loxP (“gen
floxeado”), lo que conduce a su expresion constitutiva (Guenthner etal. 2013). Este
“aTRAPamiento” se ha utilizado para la identificacion de circuitos corticales y limbicos
involucrados en el procesamiento de distintas categorias sensoriales, entre otras funciones
(Guenthner et al. 2013; Allen et al. 2017). Sin embargo, al ser un knock in, la expresién de cfos
se ve truncada, lo que puede generar efectos no deseados (Watanabe et al. 1996; Deng et al.
1999). La segunda version del ratén TRAP, el llamado TRAP2, supera esta limitacion al no alterar
la expresidon enddgena de cfos, al mismo tiempo que incorpora una recombinasa mejorada iCre
(Shimshek et al. 2002), resultando en un aumento del nimero de neuronas “aTRAPadas” y en
un mejor acceso a ciertas regiones cerebrales y espinales (Allen et al. 2017; DeNardo et al. 2019;

Pham et al. 2020).
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2. OBIJETIVOS
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OBIJETIVO GENERAL

Identificar las redes neuronales nociceptivas establecidas por las neuronas sensoriales

primarias y los cambios en estas redes que subyacen a la sensibilizacidon asociada a los

procesos inflamatorios.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Caracterizar la poblacién de neuronas sensoriales que expresan el canal idnico TRPAl y
la identificacion de sus dianas periféricas y centrales para su manipulacién mediante
herramientas optogenéticas.

Estudiar los circuitos de la médula espinal dorsal implicados en la transmisidon de un
estimulo nocivo en situaciones de dolor inflamatorio y examinar si estos circuitos se

reactivan después de un estimulo inocuo en un contexto inflamatorio.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Animales

Para este estudio se utilizaron ratones macho y hembra de 1 a 4 meses de edad. Los
procedimientos experimentales con animales se llevaron a cabo en el Instituto de Neurociencias
(CSIC-UMH). Estos se hicieron siguiendo las directrices del Real Decreto 53/2013 y de la directiva
de la Comunidad Europea 2016/63/EU. Los procedimientos realizados en la Universidad de
Rutgers (electrofisiologia en rodajas de tejido y ensayos conductuales) fueron aprobados por el
Comité Institucional para el Uso y Cuidado de Animales de la Universidad de Rutgers. Los
animales se criaron y permanecieron estabulados en condiciones de temperatura constante,

ciclos de luz y oscuridad de 12 horas y agua y comida ad libitum.

Para los experimentos de trazado de aferentes, los experimentos de conducta y los ensayos
de expresién de la proteina cFos se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J (The Jackson

Laboratory).

3.1.1. Linea transgénica TRPA1-Cre-ChR2

Para los experimentos de optogenética, se cruzaron ratones de la linea TRPA1-Cre, generada
en el laboratorio del Dr. Mark Hoon (NIH, USA), con la linea transgénica reportera Ai32
(Gt(ROSA)26S0rim32(CAG-COP4"HI34R/EVFPIHze || The Jackson Laboratory, linea n2 012569), que expresa
la proteina canalrodopsina-2 (ChR2) fusionada a EYFP cuando media recombinaciéon
dependiente de Cre. La ChR2 es una rodopsina con 7 dominios transmembrana que forman un
canal catidnico, descubierto por primera vez en el alga Chlamidomonas reinhardtii. La absorcion
de un fotén abre el canal, permeando cationes mono y divalentes. Posee un maximo de
absorcién a 470 nm, y su expresion heterdloga en neuronas permite controlar de forma precisa
su actividad mediante la aplicacién de pulsos de luz (Sineshchekov, Jung, y Spudich 2002; Nagel
et al. 2003; Boyden et al. 2005). A lo largo de este trabajo se denominard a este ratén como

TRPA1-ChR2-EYFP.
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3.1.2. Linea transgénica TRAP2-tdTomato

Para los experimentos de marcaje permanente de circuitos neuronales sensoriales en
médula espinal se utilizaron ratones de la linea Fos?*iCreER (Fostm2-licre/ERT2)luo /) - The Jackson
Laboratory, linea n? 030323), también conocida como linea TRAP2 por sus siglas en inglés
Targeted Recombination in Active Population (recombinacidn dirigida en poblaciones activas)
(Allen et al. 2017; DeNardo et al. 2019). Estos ratones expresan la recombinasa mejorada Cre
(iCre) dirigida por el promotor del gen de expresion temprano cfos. La Cre permite la
recombinacidn uniéndose a sitios LoxP, eliminando la secuencia STOP entre ellos y uniendo las
mitades restantes. La traslocacion de la recombinasa al ntcleo para producir la recombinaciéon
esta condicionada a la activacion de un receptor de estrégenos (ERT2), al que esta unida la Cre.
Tanto el tamoxifeno como su metabolito, el 4-hidroxi-tamoxifeno (4-OHT), activan este receptor
(Feil et al. 1996). Asi, la activacidon neuronal resulta en el inicio de la transcripcién partiendo del
promotor de cfos. Esto conduce a la expresidn de la recombinasa, y la administracion de 4-OHT
permite la entrada de ésta al nucleo. Este modelo permite la expresién permanente de un
reportero dependiente de Cre en las neuronas que estuvieron activas en una ventana de tiempo
determinada por la administracién intraperitoneal de 4-OHT. Para ello, este ratdn se cruzé con
la linea transgénica reportera Ail4 (B6.Cg-Gt(ROSA)26Sorimi4(CAG-tdTomatoltize /) = The Jackson
Laboratory, linea n2 007914), que expresa la proteina fluorescente roja tdTomato cuando media

recombinacion dependiente de Cre (Fig. 10).
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FIGURA 10: Esquema de la herramienta reportera TRAP2-tdTomato. Cuando en el nucleo de Ia
neurona del ratdn transgénico se encuentran los dos constructos, la actividad de esa neurona
activa las regiones promotoras de cfos, permitiendo la expresién de iCre. iCre se mantiene en el
citoplasma sin capacidad para inducir la recombinacién hasta que la administraciéon de 4-OHT
permite su traslocacién al nucleo. Ahi, la secuencia STOP se elimina permitiendo la expresion

3.2.  Induccion del modelo inflamatorio y evaluacion
mediante test de conducta

Para evaluar el modelo inflamatorio se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J. Se
administraron por via intraplantar 10 pL de CFA (1 mg de Mycobacterium Tuberculosis por ml,
Sigma, F5881) en el grupo experimental y 10 ul de suero fisiolégico inyectable en el grupo control
con ayuda de una jeringa de insulina (29G). La inyeccidn se realizd siempre en la pata posterior
izquierda, permaneciendo intacta la derecha en ambos grupos. El grosor de la pata se midié
como indicador de la inflamacidn. Para ello se utilizé un micrémetro digital con el que se midio

la distancia entre la palmay el dorso en la zona central de la pata.

3.2.1. Test de von Frey

Para evaluar la sensibilidad mecanica se aplicaron los pelos o filamentos de von Frey (Touch

Test® Sensory Evaluators, NorthCoast Medical). Los experimentos se llevaron a cabo procurando
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hacer al experimentador ciego al tratamiento, aunque la marcada inflamacidén de los animales
inyectados con CFA lo dificultd. Los ratones se colocaron en cajas transparentes de metacrilato
sobre una malla metdlica con perforaciones de 5x5 mm. Los animales se aclimataron a la salay
a las cajas durante al menos una hora, los dos dias previos al experimento, y al menos una hora
antes de comenzar el ensayo. La prueba consistié en la aplicacién de 10 filamentos de calibres
crecientes solo en la pata inyectada con CFA o con suero fisioldgico (Tanga, Nutile-McMenemy,
y Deleo 2005). La fuerza ejercida por cada filamento se recoge en la Tabla 1. El filamento se
aplicé de manera perpendicular a la superficie plantar a través de los agujeros de la malla hasta
gue se arqueaba, y se mantuvo en esa posicién durante 2 segundos. Se considerd una respuesta
positiva la retirada o desplazamiento de la pata durante ese tiempo. Cada uno de los 10
filamentos se aplicd 4 veces, registrando el porcentaje de respuestas positivas a cada pelo. Se
comenzdé con el filamento mas fino, espaciando 2 minutos cada una de las 4 repeticiones, y
pasando a continuacién al filamento inmediatamente mayor hasta acabar la serie. Los machos
y las hembras se testaron por separado y no se observaron diferencias significativas entre sexos.
Se obtuvo la media del porcentaje de respuestas a cada filamento para cada grupo de ratones

(control y CFA).

LETLETT)

Log(10*Fuerza(mg)) Fuerza (g)
2.36 0.02
244 0.04
2.83 0.07
3.22 0.16
3.61 0.4
3.84 0.6
4.08 1
4.17 1.4
4.31 2
4.56 4

Tabla 1. Filamentos de von Frey utilizados. Valores obtenidos de la casa comercial NorthCoast
Medical.
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3.2.2. Test de Hargreaves

Para evaluar la sensibilidad térmica, se empleé el test plantar de Hargreaves (lITC Life
Science). Los ratones se colocaron en compartimentos transparentes de metacrilato sobre una
placa de vidrio transparente elevada. Los animales se aclimataron a la sala y al habitaculo
durante al menos una hora los dos dias previos al experimento, y al menos una hora antes de
comenzar el ensayo. El emisor de luz se colocé debajo del vidrio, generando un haz de luz visible
gue se enfocd sobre la superficie plantar de la pata inyectada, creando un punto caliente de 4x6
mm. La potencia se establecid al 40 % de la intensidad mdaxima posible. Se registré el tiempo
gue tardaba el ratén en retirar o mover la pata. El experimento finalizaba si el tiempo sin
respuesta superaba los 20 segundos. Cada medida se repitié 3 veces en cada animal, dejando

pasar al menos 2 minutos entre medidas, para obtener una media.

3.2.3. Rampa de calor en la placa caliente

Para medir el umbral de dolor térmico se empled la técnica de la placa caliente. Se usé un
equipo que consta de una placa metalica acoplada a un sistema Peltier (lITC Life Sciences). La
placa se fijé a una temperatura inicial de 30 °C. El ratdn se introdujo en un compartimento de
metacrilato que tiene como suelo la placa metadlica, permitiéndole moverse libremente en su
interior, pero siempre apoyado sobre la placa. Se dejé aclimatar durante 5 minutos a la placa a
30 °C para después incrementar la temperatura a razon de 3 ‘C/minuto. Cuando el raton exhibia
comportamientos nocifensivos como saltar, retirar o lamerse las patas se detenia el
experimento y se anotaba la temperatura a la que se iniciaban dichos comportamientos. El

experimento finalizaba si la temperatura superaba los 52 °C.

3.3.  Captura o marcaje permanente de circuitos

3.3.1. Preparacién y administracion de 4-hidroxi-tamoxifeno (4-OHT)

Para inducir la recombinacion en el raton TRAP2-tdTomato, se administré una Unica dosis
de 4-OHT intraperitoneal (= 70 % de isémero Z, Sigma H6278). Siguiendo las indicaciones del

fabricante, la solucion stock se prepard en etanol absoluto a una concentracion de 20 mg/mly
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se conservé a -20 °C hasta pasados 6 meses. Para preparar la solucidn a inyectar, la solucidon
stock se diluyd afiadiendo 1 parte de Kolliphor®EL (Sigma C5135) como disolvente lipofilico y 2
partes de solucion salina. A continuacién, se centrifugd la solucidn en vacio a 1800 rpm y 12
mbar durante un minimo de 20 minutos hasta evaporar todo el etanol. La solucién final, a una
concentracidn de 6.7 mg/ml, se inyectd por via intraperitoneal a una dosis de 50 mg/kg. A los
animales control se les inyectd una solucién que contenia 1 parte de Kolliphor®EL y 2 partes de

solucidn salina.

3.3.2. Estimulacidon y marcaje permanente de neuronas activas

Para inducir la recombinacidon en poblaciones neuronales activas tras la aplicacién de un
estimulo nocivo o no nocivo en ratones TRAP2-tdTomato, se inyectd intraperitonealmente el 4-
OHT a una concentracion de 50 mg/kg. Trabajos anteriores usando el ratén TRAP1 muestran que
el nimero de neuronas marcadas con dosis de 50 o de 75 mg/kg de 4-OHT es significativamente
mayor que con 25 mg/kg (Pham et al. 2020). Estos trabajos demuestran también que la
administracién de 4-OHT abre una ventana de tiempo de unas 6 horas, permitiendo la
recombinacién de neuronas que hubiesen estado activas hasta 3 horas antes y 3 horas después
de la administracién, pero mostrando un pico de efectividad en el marcaje si se realiza justo
antes o justo después de la estimulacion (DeNardo et al. 2019; Pham et al. 2020). Asi, 15 minutos
después de la inyeccion de 4-OHT, se aplicaron pulsos de calor de 10 segundos en la superficie
plantar de la pata, a intervalos de 20 segundos. El pulso de calor se aplicé utilizando la misma
placa metalica que se usé para medir el umbral de temperatura. El raton se inmovilizé y se sujetd
la pata trasera para colocar su superficie plantar sobre la placa, fijada a una temperatura de 42
0 52 °C, segun el experimento. No se administrd anestesia al aplicar los pulsos de calor. Para
permitir la expresion completa del reportero, se establecié un periodo de espera de 7 dias entre
la aplicacién del estimulo y el sacrificio del animal. (DeNardo et al. 2019; Naik et al. 2022) (Fig.
11). A lo largo de este manuscrito, se llamara “aTRAPamiento” al proceso de capturar las
neuronas activas al dar un estimulo tras la administracién de 4-OHT, y neuronas “aTRAPadas” a

las que pasan a expresar el reportero permanentemente.
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FIGURA 11. Protocolo general de captura o marcaje permanente de circuitos. A dia 0, se
aplicaron los pulsos de calor 15 minutos después de la administracién intraperitoneal de 4-OHT,
provocando el marcaje permanente de las neuronas activadas por la estimulacién. El sacrificio
se produjo 7 dias tras el “aTRAPamiento” para permitir la completa expresién del reportero.

3.4.  Registros electrofisioldgicos en rodajas de
meédula espinal

Los registros se llevaron a cabo en ratones TRAP2-tdTomato que habian sido inyectados con
solucidn salina o CFAy que al dia siguiente habian sido sometidos a un protocolo de estimulacién
y “aTRAPamiento” siguiendo los pasos descritos en el apartado 3.3.2. Una semana después se
decapitd el ratdn, previamente anestesiado con isoflurano. Se retird la columna vertebral y se
extrajo la porcidn lumbar de la médula espinal, reconocible por la intumescencia lumbar. La
porcidn extraida se pegd con pegamento a la pletina portamuestras de un vibratomo Leica
VT1200S por su porcién derecha, dejando hacia arriba la mitad izquierda y logrando asi cortes
en el plano sagital como se muestra en la Figura 12. Los cortes sagitales preservan mejor la
estructura neuronal, pues muchas interneuronas extienden su arbol dendritico en el plano
rostro-caudal (Smith et al. 2015). La muestra se introdujo en la cubeta de corte, que se rellend
con liquido cefalorraquideo artificial modificado (M-ACSF por sus siglas en inglés) frio y
burbujeada con carbégeno (95 % O,y 5 % CO,). Esta modificacion consiste en la sustitucién de
NaCl por sacarosa, lo que reduce sustancialmente el dafio celular que se produce durante el
corte del tejido (Aghajanian y Rasmussen 1989). La cubeta se roded de solucidn con hielo para
mantener el M-ACSF frio. Se obtuvieron rodajas de 200 um de grosor que se incubaron 1 hora a

22-24 °C en una camara que contenia M-ACSF burbujeado con carbégeno.
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FIGURA 12. Colocacion de la médula espinal. Orientacion de la porcion lumbar de la médula
espinal en la platina de corte para la obtencidn de cortes sagitales para el registro
electrofisioldgico.

Las rodajas se transfirieron a una camara de registro montada sobre un microscopio Zeiss
Examiner.D1 con un objetivo Zeiss 40X Plan-Apochromat (Zeiss). El tejido se mantuvo
continuamente perfundido con ACSF carbogenado a temperatura ambiente. La rodaja se
inmovilizé en la base de la camara gracias a una pequeiia red, construida a partir de un alambre
metalico en forma de U con hilos de nylon dispuestos como malla, que se coloca sobre ella. Las
células se visualizaron con ayuda de una cdmara Zeiss Axiocam 506 color y del software de
imagen Zen 2.3 pro (Zeiss). La fluorescencia provenia de una ldmpara X-Cite 120LED Boost
(Excelitas Technologies). Se registraron neuronas en la region correspondiente a los niveles
lumbares L4-L5 y en las laminas superficiales LI y especialmente LIl del asta dorsal, donde se
localizan las interneuronas que reciben inervacién de las neuronas sensoriales que inervan la
superficie plantar inyectada. Los niveles lumbares L4-L5 se identificaron por ser mas gruesos que
otros niveles medulares al recibir las proyecciones centrales de las neuronas que inervan las
extremidades inferiores, y la ldmina Il se identificd por su aspecto mas translucido al no contener

fibras mielinicas y por su mayor densidad celular.

Se utilizaron micropipetas de vidrio borosilicato (diametro externo de 1.5 mm, didmetro
interno de 0.86 mm, Sutter Instruments) que se rellenaron con solucion intracelular de
gluconato de potasio, con una concentracién idnica igual a la del citosol (Tabla 3), y que se
conectaron a un amplificador MultiClamp 700B (Molecular Devices). Las corrientes y los voltajes
se digitalizaron con una Digidata 1550B (Molecular Devices). La administracion de estimulos y la
adquisicion de datos se llevo a cabo con el programa Clampex11.1 (Molecular Devices). La
resistencia de las micropipetas oscild entre 4 y 8 MQ, resistencia que se comprobd aplicando un

pulso cuadrado de corriente cuando la pipeta se sumergio en el bafio. La pipeta se acercé a la
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membrana de una célula y se aplicé presidon negativa mediante aspiracion con la boca para
formar un sello de una resistencia > 1 GQ entre la pipeta y la membrana. Asi se alcanzd la
configuracién de célula adherida. Para obtener acceso al interior celular (configuracién de célula
entera), se aplicd un pulso de presién negativa para romper el parche de membrana. Se
comprobd el acceso al citosol por la aparicion de amplias corrientes capacitivas como
consecuencia de la inyeccion del pulso cuadrado de corriente y la actuacién de la membrana

como capacitor.

Los registros se adquirieron en modo de fijacidn de voltaje (fijando el potencial de
membrana a -70 mV) o de fijacidon de corriente (manteniendo el potencial de reposo a -60 mV).
Después de establecer la configuracidon de célula entera, se calculé la resistencia en serie, la
resistencia de entrada y la capacitancia de la membrana a partir de la respuesta a un pulso
hiperpolarizante de 5 mV de 10 ms de duracién. Estos valores se monitorizaron al principio y al
final de cada registro y se descartaron las células cuyos valores cambiaran en mas de un 30 %.
Para los registros de fijacién de voltaje y corriente, la ganancia del amplificador se establecid en

5, la sefial se filtré a 10 kHZ y la frecuencia de adquisicidn fue de 20 kHZ.

Para el andlisis de corrientes excitatorias postsindpticas espontaneas (SEPSCs), se
obtuvieron registros continuos de al menos 2 minutos en modo de fijacion de voltaje fijando el
potencial de membrana a -70 mV vy, sobre los registros obtenidos, se utiliz6 un método de
deteccion basado en plantillas. En este método, se establecen unos pardmetros para construir
una plantilla (una funcién doble exponencial) de un evento sindptico tipico que se pasa sobre el
registro obtenido para detectar corrientes sinapticas de diferentes amplitudes que coincidan
con la plantilla (Clements y Bekkers 1997). Primero se filtrd la sefial a 2 kHz y a continuacion se
cred una plantilla de 2 ms de linea basal, 15 ms de duracién, -2 pA de amplitud, 1 ms de ascenso
y 5 ms de caida. Se establecié una separacién minima entre eventos de 2 ms, y se detectaron
todos los eventos que tenian lugar durante los primeros 100 segundos del registro. Se utilizé
como umbral de respuestas una amplitud de 3 veces la desviacidn estandar de la linea basal, y
se revisaron manualmente todos los eventos detectados. Se midieron tres variables para cada
célula: la frecuencia, que corresponde al nimero de eventos medidos por segundo, la amplitud,
que corresponde a la media de la amplitud de todos los eventos detectados en los 100 segundos,
y la tau (t) o constante de tiempo de inactivacién, que indica el tiempo necesario para que la
corriente alcance el 63.2 % de la amplitud alcanzada tras la activacion, y corresponde a la media

de la tau de todos los eventos detectados en los 100 segundos.
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3.4.1. Clasificacion de neuronas segun el patron de disparo de
potenciales de accion

El patron de disparo de potenciales de accidn de las neuronas registradas se caracterizd
mediante la aplicacidn de series de pulsos despolarizantes de 1 segundo de duracién, cada pulso
con una amplitud 20 pA superior al anterior. Los patrones de disparo se dividieron en cuatro

tipos (Browne et al. 2020) (Fig. 13):

- Tbnico (T): se observan potenciales de accion continuos que se mantienen durante toda
la inyeccién de corriente.

- Inicial (I): se observa un tren de potenciales de accidn sélo al principio de la estimulacién.

- Retrasado (R): se observa un claro intervalo de tiempo entre la inyeccion de corriente y
el disparo del primer potencial de accién.

- Unico (U): se observa un Unico potencial de accidn al principio de la estimulacién.

Ténico (T) Inicial (1) Retrasado (R) Unico (U)

20mv

54 my -50 mV 52 mv

| 60 pA | 80 pA ‘ 100 pA | 60 pA

FIGURA 13: Clasificacidon de las interneuronas en funciéon de sus patrones de disparo de
potenciales de accion. Ejemplos representativos de los diferentes patrones de disparo de
potenciales de accion tras la inyeccién de corriente en interneuronas del asta dorsal de la
médula espinal.

3.5. Trazado retrogrado de terminales

3.5.1. Aferentes del estdmago

Para identificar las poblaciones de neuronas sensoriales vagales que inervan la pared del

estomago, se utilizé el trazador lipofilico fluorescente Dil (DilC18(3), Thermo Fisher Scientific
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D3911), que presenta una excitacion maxima a 549 nm y difunde por la membrana plasmdtica
de las neuronas permitiendo su marcaje anterégrado y retrégrado (Honig y Hume 1986;
Godement et al. 1987). Se prepard un stock de Dil al 10 % en DMSO y una soluciéon de trabajo al
0.5 0 1 % diluida en solucidn salina. Los ratones se anestesiaron durante 2 — 3 minutos con
isoflurano y recibieron una inyeccion subcutanea de buprenorfina (0.1 mg/kg). Después se
realizd una laparotomia para exponer el estdmago. Se hicieron 10 inyecciones por cada ratén, 5
en la cara ventral y 5 en la cara dorsal del estdmago, de 0.25 pL de Dil cada una, con una jeringa
Hamilton de 5 pL. La incision se suturd internamente con hilo absorbible del n2 6 y externamente
con cierres de sutura Michel. Los ratones se alojaron en sus jaulas después de la cirugia y
recibieron paracetamol oral durante 2-4 dias. por vial oral. De 3 a 7 dias después, se procedio a

su sacrificio para la obtencién de tejidos.

3.5.2. Aferentes de la superficie plantar

Para identificar las poblaciones de neuronas sensoriales de los ganglios raquideos que
inervan la superficie plantar se utilizé un conjugado de aglutininta del germen de trigo con Alexa
Fluor™ 594 (WGA AF594, Thermo Fisher Scientific W11262), una lectina con alta afinidad por
glicoproteinas que se utiliza como trazador anterégrado y retrégrado y que presenta un maximo
de excitacién en 590 nm. Se prepard una disolucion de WGA al 0.5 % en PBS 1x. Los ratones se
inmovilizaron y se les inyecté 10 uL de WGA en la region intraplantar de una de las patas
posteriores con ayuda de una jeringa de insulina (29G). Siempre se inyectd en la pata izquierda.
Los ratones se alojaron en sus jaulas y se dejaron pasar 3 dias hasta el sacrificio y la obtencién

de tejidos.

3.6. Aislamiento y cultivo de neuronas de los ganglios
de la raiz dorsal y de los ganglios vagales

Para el cultivo de neuronas de los DRG, los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical
seguida de decapitacion para confirmar la muerte. Se extrajo la columna vertebral y bajo una
lupa estereoscdpica se extrajeron los DRG. Para identificar, en caso de ser necesario, los DRG
lumbares, se tomd como referencia la ultima costilla, que se inserta en el espacio entre las

vértebras tordcicas 12 y 13. A partir de ahi se contaron las vértebras y se localizaron los ganglios
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correspondientes de L1 a L5 (Fig. 14.A). Para los ganglios vagales (VG), el ratén se sacrificd por
inhalacién de CO, y se secciondé el corazén para confirmar la muerte. Bajo una lupa
estereoscdpica se cortd la piel del cuello en su porcién ventral y se retird el midsculo omohioideo
para exponer la trdquea. Se abrieron los musculos esternocleidomastoideo y digastrico posterior
para acceder al nervio vago. El nervio se separé del tejido conectivo que lo rodea y se siguié su
prolongacion central hasta que se alcanzaron los ganglios vagales, que se cortaron en su porcion
rostral y caudal (Fig. 14.B). Tanto los VG como los DRG se procesaron siguiendo el mismo
protocolo. Se depositaron sobre una placa Petri con solucion fria de HBSS (Hank’s Balance Salt
Solution) sin Ca?* ni Mg?*(GIBCO™, 14170-088). A continuacion, se limpiaron de tejido conectivo,
se axotomizaron y se incubaron en una solucién enzimatica de 900 U/ml de colagenasa tipo XI
(Sigma, C7657) y 5.31 U/ml de dispasa Il (GIBCO, 17105-041) en solucidon INCmix (Tabla 3)
durante 45-60 minutos a 37 °C con 5 % de CO,. Tras la disociacidén enzimatica, se anadio 1 ml de
medio HBSS sin Ca?* ni Mg?* suplementado con 5 % de suero bovino fetal (FBS, GIBCO™, 16000-
044), 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina (Gibco™, PL15140122) y 1 % de
solucidon de vitaminas MEM (Gibco™11120-037). En ese medio, los ganglios se disociaron
mecdanicamente resuspendiéndolos con una punta de pipeta de 1 ml realizando 10 pases. La
suspension de células se paso por un filtro de nylon con un tamaino de poro de 70 um (Falcon) y
se centrifugd a 300 g durante 5 minutos. En el caso de los DRG, se elimind el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en Minimum Essential Medium (MEM, Gibco™11095-080) suplementado
con 5 % de FBS, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicinay 1 % de MEM-vit. En el
caso de los VG se eliminé todo el sobrenadante posible y se resuspendieron las células en el
medio restante. En ambos casos las neuronas se sembraron sobre cristales tratados
previamente con poli-L-lisina al 0.01 % (Sigma, P4707). Los cristales usados (Menzel-Glaser,
grosor n2 1) tenian 6 mm de didmetro para los experimentos de optogenética in vitro y de 12
mm de didmetro para los experimentos de trazado de aferentes. Una vez sembradas, las
neuronas se incubaron durante al menos 2 horas para permitir la adhesidn al vidrio, y después
se afiadid medio MEM suplementado con 5 % de FBS, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de
estreptomicinay 1 % de solucién de vitaminas MEM hasta cubrir toda la placa. Los experimentos

de imagen de calcio se llevaron a cabo de 4 a 24 horas tras la siembra.
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FIGURA 14. Diseccidn de los ganglios raquideos y vagales. (A): Tras extraer la columna vertebral
y retirar la médula espinal, se descubren los foramenes intervertebrales, en los que se localizan
los DRG. Se utiliza la ultima costilla como referencia, el primer ganglio que se encuentra por
debajo de ella es T13 y a partir de ahi se localizan los ganglios lumbares. (B): Tras abrir la piel del
cuello y los musculos de la zona, se expone el nervio vago (VN) y el hipogloso (HN). El ganglio
vagal aparece como un engrosamiento del nervio vago. Imagen tomada de la figura 11 de la tesis
doctoral de Katerina Gers-Barlag (2020).

3.7. Imagen de calcio intracelular mediante
fluorescencia

La caracterizacidon funcional mediante imagen de calcio se llevd a cabo utilizando el
indicador de calcio fluorescente Fura-2 acetoximetil ester (Fura-2AM, Thermo Fisher Scientific
1221). En el citoplasma, esta molécula se une a iones de calcio intracelular. A bajas
concentraciones de calcio intracelular, el indicador Fura-2AM alcanza un maximo de excitacion
a una longitud de onda de alrededor de 380 nm. Cuando la concentracidn de calcio aumenta por
entrada desde el exterior o por liberacion de los depdsitos, esos iones se unen al Fura-2AM y su
maximo de excitacidn se desplaza a longitudes de onda mas cortas, de alrededor de 340 nm
(Grynkiewicz, Poenie, y Tsien 1985) (Fig. 15). Excitando a esas dos longitudes de onda, la razén

entre la fluorescencia emitida tras excitacion a 340 nm y la emitida tras excitacién a 380 nm sera
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proporcional a la concentracion de calcio intracelular. Esta razén (F340/F380) es la que se utiliza

en este trabajo como indicadora de la concentracién del calcio intracelular.

g Em =510 nm

Intensidad de fluorescencia

T
250 300 350 400 450
Longitud de onda de excitacion (nm)

FIGURA 15. Espectro de excitacion de la molécula Fura-2AM en soluciones que contienen
desde 0 hasta 39.8 uM de Ca?* libre. Modificado de las especificaciones del producto Fura-2AM
(Thermo Fisher Scientific 1221).

El cristal portaobjetos con las células se incubd durante al menos 45 minutos y a 37 °C en
una solucién de 5 uM de Fura-2AM y 400 ng/ml de Pluronic™ F-127 (Thermo Fisher Scientific
P6867), un surfactante que favorece la incorporacion de Fura-2AM al interior celular (Hamad,
Krause, y Wahle 2015). Finalizada la incubacidn, se colocé el cristal en una camara de registro
perfundida con solucién extracelular con un flujo de 1 ml/min, y montada sobre un microscopio
de fluorescencia invertido Leica (Leica DMI 3000B, Leica Microsystems). La composicidn de la
solucidn extracelular se detalla en la Tabla 3. La solucidn se mantuvo a una temperatura
constante de 32-34 °C usando un sistema Peltier refrigerado por agua y controlado por un
sistema de retroalimentacidn. La temperatura se registrd gracias a una sonda de temperatura

Physitemp (Physitemp Instruments, modelo BAT-12) colocada lo mas cerca posible del campo
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registrado, conectada a un digitalizador Axon Digidata (Molecular Devices, 1440A converter para
los experimentos de trazado de aferentes y 1322AD converter para los experimentos de

optogenética in vitro) y controlada por el software pClamp10 (Molecular Devices).

Para los experimentos de trazado de aferentes, el microscopio utilizado fue un Nikon Eclipse
TE2000-U con un objetivo Nikon 20x S Fluor (NA 0.75, Nikon) y acoplado a una camara Andor
888 (Oxford Instruments). El Fura-2AM se excitd a longitudes de onda de 340 y 380 nm con un
monocromador Polychrome V (TILL Photonics), tomando una foto en ambas longitudes de onda
cada segundo y mostrando en tiempo real las ratios de intensidad de fluorescencia (F340/F380)
gracias al software Life Acquisition (FEI Munich GmbH). Antes de iniciar cualquier experimento,
se tomd una foto del campo con luz transmitida, y otra foto excitando a una longitud de onda

de 550 nm para identificar las neuronas que hubieran captado el trazador fluorescente Dil.

Para los experimentos de registro optogenético, el microscopio utilizado fue un Leica DMI
3000B (Leica Microsystems) con un objetivo de inmersién en agua 20x y acoplado a una cdmara
Orca ER CCD (Hamamatsu Photonics). El Fura-2AM se excitd a longitudes de onda de 340y 380
nm usando una rueda de filtros Lambda 10-2 y una lampara de xenén Lambda LS (Sutter
Instruments). La fluorescencia emitida se filtré con un filtro de paso de longitud de onda larga
de 510 nm. Se tomd una foto en ambas longitudes de onda cada 3 segundos mostrandose en
tiempo real las ratios de intensidad de fluorescencia (F340/F380) usando el software MetaFluor
(Molecular Devices). Antes de iniciar cualquier experimento, se tomé una foto del campo con
luz transmitida, y otra foto excitando a una longitud de onda de 488 nm para identificar las

neuronas ChR2-EYFP*.

En ambos casos, se uso la imagen de luz transmitida para definir manualmente las regiones
de interés (ROIs), delimitando células con aspecto de neuronas sensoriales. Los estimulos
quimicos que se aplicaron consistieron en la perfusidn de diferentes agonistas sin interrupcidn
del flujo. Las soluciones utilizadas se prepararon el mismo dia del experimento y se recogen en
la Tabla 4. Al final de cada experimento se aplicé un pulso de cloruro de potasio (KCl 30 o 50
mM) para comprobar la viabilidad de las células. Se considerd una respuesta positiva si el

incremento en la ratio de fluorescencia tras la aplicacién del estimulo era mayor de 0.05 u.a.
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3.8.  Estimulacion optogenética

Para estudiar la activacidon de las neuronas sensoriales TRPA1* en el modelo de ratén
transgénico TRPA1-ChR2-EYFP y su correlato conductual, se utilizé una fibra dptica con una
fuente de luz LED colimada de 470 nm para aplicar los pulsos de luz. Se conecté a un controlador
(Ultra-High-Power LED Controller) y se utilizd un generador de pulsos TTL programable
PulserPlus (Prizmatix), configurando la frecuencia y duracién de estos pulsos con el programa
PulserPlus Software (Prizmatix). La potencia se regulé desde el controlador, y se midieron las
equivalencias de los valores relativos con la irridancia en mW/cm? usando un luxdmetro. Las

equivalencias se muestran en la Tabla 2.

Intensidad relativa Irradiancia

(%) (mW/cm?)

40 61

60 74

80 95
100 111

TABLA 2: Equivalencias de las intensidades relativas de luz y la irradiancia generadas por el LED.

3.8.1. Imagen de calcio intracelular durante estimulacion optica

Para confirmar la activacion selectiva por luz de las neuronas TRPA1*, se llevaron a cabo
experimentos de imagen de calcio en neuronas disociadas de los DRG del ratén TRPA1-ChR2-
EYFP. Los detalles de la técnica de imagen de calcio se han descrito en una seccién anterior.
Ademas de los estimulos dpticos, que consistieron en la iluminacién con pulsos de luz azul sobre
las células, se aplicaron estimulos quimicos para activar a las neuronas de forma fisioldgica. La
fibra éptica se colocd lo mas cercana posible del campo registrado en la cdmara de registro, pero
sin sumergirse en la solucion. El protocolo de estimulacidn consistié en la aplicacion de pulsos
de luz de 10 ms durante 2 segundos, a una frecuencia de 5, 10 o 20 Hz. La intensidad de luz se

establecid al 100%.
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3.8.2. Electrofisiologia en neuronas disociadas tras iluminacién con
luz pulsante

Para identificar corrientes de accién generadas por la aplicacién de pulsos de luz en neuronas
disociadas de los DRG que expresaban la canalrodopsina-2, se llevaron a cabo experimentos
funcionales de “patch-clamp” en configuracion de célula adherida (ver apartado 3.5). Esta
configuracién permite registrar la actividad de la célula sin romper la membrana, permitiendo

sellos holgados y registros estables en el tiempo (Perkins 2006) (Fig. 16.A).
A B

Electrodo __§l
Pipeta de i

vidrio
o

(o

FIGURA 16. Registro electrofisiologico en configuracion de célula adherida de neuronas
TRPA1* disociadas. (A): La pipeta de vidrio se puso en contacto con la membrana celular y se
aplicé presidn negativa para la formacion de un sello. El electrodo en el interior de la pipeta
permite el registro de la actividad eléctrica. (B): Estacion de registro electrofisiolégico, con el
electrodo de registro y la fibra dptica de estimulacidn con luz.

El cristal con las neuronas se colocé en una cdmara de registro montada sobre un
microscopio Leica DMI 3000B (Leica Microsystems) con un objetivo de inmersion en aceite 40X
y acoplado a una cdmara Orca ER CCD (Hamamatsu Photonics). Las células estuvieron
continuamente perfundidas con solucién extracelular que se mantuvo a una temperatura
constante de 32-34 °C usando un sistema Peltier refrigerado por agua y controlado por un
sistema de retroalimentacidén. La temperatura se registré6 con una sonda de temperatura
Physitemp (Physitemp Instruments, modelo BAT-12) colocada lo mas cerca posible del campo
registrado, conectada a un digitalizador Axon Digidata 1440A (Molecular Devices) y controlada
por el software pClamp10 (Molecular Devices). Las células ChR2-EYFP* se excitaron a 485 nm
utilizando una rueda de filtros Lambda 10-2 (Sutter Instruments) y una lampara de xendn
Lambda LS (Sutter Instruments). La fluorescencia emitida se filtré a 525/50 nm y la imagen se

visualizé usando el software MetaFluor (Molecular Devices). Las micropipetas, con resistencias
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de 3 a 7 MQ, se rellenaron con solucién extracelular, simulando las condiciones extracelulares
(ya que en esa configuracion no se accede al interior de la célula; Tabla 3), y se conectaron a un
amplificador MultiClamp 700B (Molecular Devices) y a la Digidata. La configuracién de célula

adherida se logré como se describe en el apartado 3.5 (Fig. 16.A).

Se utilizd la fuente de luz azul descrita anteriormente en este mismo apartado, y se aplicé el
mismo protocolo de estimulacién usado en los experimentos de imagen de calcio (Fig. 16.B). Las
corrientes inducidas por los pulsos de luz se registraron en el modo de fijacion de voltaje a un
potencial de membrana de 0 mV; la ganancia del amplificador se establecié en 5, la seiial se filtro

a 2 KHz y la frecuencia de adquisicién fue de 20 KHz.

3.8.3. Comportamiento nocifensivo

Para evaluar la respuesta conductual de los ratones TRPA1-ChR2-EYFP a la aplicacién de
pulsos de luz, se colocd al ratdn en una plataforma de vidrio transparente elevada de 18 x 18 cm
y cerrada en su perimetro por paredes de metacrilato. Los animales se aclimataron a la
plataforma y a la sala durante al menos 1 hora el dia previo al experimento y al menos una hora
antes el dia del ensayo. El experimento consistid en acercar el extremo de la fibra dptica a la
superficie plantar por debajo, iluminando la pata a través de la plataforma de vidrio con varias
intensidades (del 2 al 100 % de la intensidad maxima generada por el controlador) y frecuencias
(5 y 10 Hz) de luz pulsante. La duracion de los pulsos de luz fue de 20 ms y se aplicaron durante
20 segundos. Este protocolo se repitid tres veces por ratdn y por condicidn de intensidad y
frecuencia, alternando la pata derecha con la izquierda. El experimento se grabd con un movil
Xiaomi Mi Aly, durante el visionado posterior, se evalué el porcentaje de ensayos en los que se
observaron los comportamientos de retirada de la pata, retraccién sostenida de la pata y lamida
de la pata. También se midié el nimero de veces que el ratdn retird la pata y la duracidn de la

retraccion y lamida en cada prueba.
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3.9. Inmunohistoguimica

3.9.1. Procesamiento de tejidos: ganglios raquideos

La extraccion de los DRG del ratdon TRPA1-ChR2-EYFP para realizar la inmunohistoquimica se
llevd a cabo inmediatamente después de extraer los DRG para cultivos primarios (ver apartado
3.6). La mitad de los DRG de un mismo ratdn se utilizaron para realizar cultivos de neuronas
disociadas y la otra mitad se fijaron en paraformaldehido (PFA, Scharlau PA0095) al 4 % en PBS
1x durante 2 horas a 4 °C. A continuacidn, se lavaron con PBS 1x y se criopreservaron en una
solucion de sacarosa (Sigma S0389) al 30 % en PBS 1x durante al menos 12 horas a 4 °C. Se
embebieron en medio de inmersion para cortes criogénicos (OCT, Sakura 4583) y se cortaron en
un criostato MNT (SLEE Medical) a 20 um de grosor. Los cortes se adhirieron a portas de

adhesidn Superfrost (Thermo Fisher Scientific 12312148) y se conservaron a 4 °C hasta su uso.

3.9.2. Procesamiento de tejidos: médula espinal

Para la cuantificacidn de poblaciones neuronales activas en médula espinal tras la aplicaciéon
de un estimulo se tom6 como marcador la proteina cFos. Para fijar el tejido en el pico maximo
de expresion de la proteina, los ratones se anestesiaron con pentobarbital sédico (Dolethal®,
Vetoquinol 07400060) a una dosis de 70 mg/kg 2 horas después de haber aplicado la
estimulacién periférica, ya sea con luz pulsante en el raton TRPA1-ChR2-EYFP o calor radiante
en los ratones TRAP2-tdTomato o C57BL/6. Una vez comprobada la ausencia de los reflejos
palpebral o interdigital, se abrié la caja tordcica, se introdujo una cdnula en el ventriculo
izquierdo y se practicd una pequena incision en la auricula derecha. Con ayuda de una bomba
peristaltica, se hizo pasar PBS 1x frio a una velocidad de 5 ml/min durante 10 minutos para
eliminar la sangre del sistema circulatorio y a continuacion se perfundié con PFA al 4 % frio
durante otros 10 minutos para conseguir la fijacion. Se extrajo en bloque la columna vertebral,
se practicod una laminectomia en la porcidn dorsal y se extrajo la médula espinal en su porcion
lumbar, siendo estos segmentos reconocibles gracias a las referencias anatémicas de vértebras

y costillas (Fig. 17).
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FIGURA 17. Referencias anatomicas para la extraccion de la porcidon lumbar de la médula
espinal. Referencias anatdmicas para reconocer los niveles medulares lumbares. Se identifican
las dos vértebras T12 y T13, entre las que se inserta la costilla mas caudal. Se extrae la porcion
de médula espinal que se encuentra entre las dos vértebras adyacentes a estas, las T11 y L1,

Para la postfijacion, se introdujo el tejido en PFA al 4 % durante 2 horas a 4 "C. Después se
lavé con PBS 1x y se criopreservé en solucidn de sacarosa al 30 % en PBS 1x durante al menos
12 horas a 4 °C. Se embebié en medio de inmersidn para cortes criogénicos y se cortd en el
criostato MINT (SLEE Medical) a 30 um de grosor. La orientacion del tejido en el porta fue siempre
la misma para asegurar el reconocimiento de las regiones dorsal, ventral, izquierda y derecha de
cada rodaja. Los cortes se adhirieron a portas de adhesidén Superfrost y se conservaron a 4 °C
hasta su uso. Para la cuantificacion de poblaciones activas en médula espinal tras la aplicacion

de un estimulo se usé como marcador la proteina cFos.

3.9.3. Protocolo de inmunohistoquimica

Se empled el mismo protocolo de inmunohistoquimica para rodajas de DRG y de médula
espinal. Las rodajas se secaron en una estufa a 37 °C durante 30 minutos y a continuaciéon se
lavaron 2 veces con PB 0.1 M con Tween 20 al 0.5 % (PBT). Para bloquear sitios de unién
inespecifica de los anticuerpos, se incubaron las rodajas a temperatura ambiente durante 1 hora
con una solucidn de bloqueo que contenia una alta concentracién de proteinas. Esta solucion se
preparé diluyendo albimina de suero bovino (BSA por sus siglas en inglés, Tocris 5217) al 5 %y
Triton X-100 (Sigma 11332481001) al 1 % en PBT. A continuacion, se diluyeron los anticuerpos

primarios en solucion de bloqueo y los cortes se incubaron con el anticuerpo primario a 4 °C
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durante la noche. Al dia siguiente, las rodajas se lavaron con PBT 4 veces durante 10 minutos y
se incubaron con el anticuerpo secundario diluido en solucién de bloqueo durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados y sus diluciones se
recogen en la Tabla 5. A partir de la incubacidn con el anticuerpo secundario los cortes fueron
protegidos de la exposicidn a la luz. Los cortes se lavaron de nuevo 4 veces durante 10 minutos
con PBT, una vez durante 10 minutos con PBS 1x, y tras dejarlos secar unos minutos se montaron
con la solucién acuosa Fluoromount™ (Sigma, F4680). Una vez el medio de montaje se secg, se

selld el cubreobjetos con esmalte de uias transparente.

3.10. Adquisicion y procesamiento de imagenes

Para la identificacién de los niveles medulares de cada corte de médula espinal, se tomaron
imagenes de todo el portaobjetos en un microscopio Zeiss AxioScan Z1 (Zeiss) con un objetivo
de 20x. Esto permitié mapear toda la preparacidn y, con ayuda de un atlas de médula espinal de
raton (Watson et al. 2009), reconocer por su morfologia a qué segmento lumbar pertenecia cada
corte. Una vez reconocidos los cortes de interés, se tomaron imagenes de microscopia de
fluorescencia en un microscopio confocal Olympus FV1200 (Olympus) con el objetivo de 20x de
inmersidn en aceite y el software FV10-ASW. Las imagenes se tomaron en configuracién de z-
stack con una distancia entre planos de 2 um. Las fotografias que se muestran son el resultado

de la proyeccidon maxima de estos stacks.

Los andlisis de las imagenes se realizaron con el software Imagel (NIH) sobre las
proyecciones maximas de las imagenes. Las cuantificaciones de intensidad de fluorescencia se
realizaron sobre las imagenes sin modificar. Para cuantificar las neuronas positivas para un
determinado marcaje se utilizaron las imagenes obtenidas en el confocal. En las imagenes de
fluorescencia del asta dorsal de la médula espinal, y con ayuda del atlas o del marcaje de
interneuronas especificas de ldmina, se delimitaron las laminas | y Il. En las fotografias de
secciones de DRG se consideré todo el ganglio. En cada regidn de interés se aplicé un umbral
manualmente. Este umbral se fijé en el punto de intensidad en el que se eliminaba la sefial del
fondo. Se cred una mascara y se segmentd la imagen para seleccionar las particulas con
intensidad superior al fondo y con un tamafio mayor de 10 um?, asumiendo que estas particulas
correspondian a células positivas. Después, se reviso célula por célula para comprobar que no

se habian marcado como células estructuras que no lo eran.
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3.11.

Soluciones, reactivos y compuestos

3.11.1. Soluciones salinas
Solucién extracelular neuronas
DRG
Compuesto | Concentracién (mh)
MaCl 140
kCl 3
CaCl; 2.4
MgCl; 1.3
Glucosa 10
HEPES 10

pH: 7.4
Osmolaridad: 290 mOsm//L

Solucién intracelular de gluconato de

potasio
Compuesto Concentracidn (mh)
CeH11KO7 135
NaCl 3]
MgCl; 2
HEPES 10
EGTA 0.1
MgATP 2
NaGTP 0.3

pH: 7.3, ajustado con KOH
Osmaolaridad: 300 mOsm/L

Tampon fosfato (PB 0.1 M)

Tampén fosfato salino (PBS 0.1 M)
Compuesto | Concentracion (mM) |
MaCl 137
KCl 1 | A
MazHPO, 10
KH:PO4 2
pH: 7.4

ACSF
Compuesto Concentracidn (mM)

MaCl 118
NaHCOz 25
Glucosa 10
KCl 2.5
NaH:PO, 1
CaCl; 2.5
MECE 1
pH: 7.4

Osmolaridad: 310 mOsm,/L

Solucion INCmix

Compuesto | Concentracion (mM)
MaCl 155
K2PO4 1.5
HEPES 10
Glucosa 5
pH: 7.4

Compuesto Concentracion (mh)
Na:HPO, g4
NaH:PO, 26
pH: 7.4

ACSF sustituido con sacarosa

Compuesto Concentracian (mh)
Sacarosa 250
MNaHCO; 25
Glucosa 10
KCl 2.5
MNaH:PO, 1
CaCl; 2.5
MgCl: 1
pH: 7.4

Osmolaridad: 310 mOsm/L

Tampdn trizma salino (TBS 1X)

Compuesto | Concentracion (mh)
Tris Base 20
MaCl 150
pH: 7.6

TABLA 3. Composicién de las soluciones salinas utilizadas.
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3.11.2. Compuestos usados en experimentos de imagen de
calcio

Compuesto |[Stock] (mM) | Disolvente stock |[Final] (uM) | Proveedor | Referencia |Observaciones

AITC 10 DMSO 100 Sigma 377430 | Agonista del canal TRPAL
Capsaicina 0.1* H:0d 0.1 Sigma 2028 | Agonista del canal TRPV1
Ws-12 20 DMSO 05| Alomone W-105 | Agonista del canal TRPME

TABLA 4. Preparacién de los compuestos utilizados en los experimentos de imagen de calcio. *:
se prepard un stock a 100 mM de capsaicina en etanol, y después se diluydé a 0.1 mM en agua
destilada.

3.11.3. Anticuerpos utilizados
Diana Proveedor |Referencia | Especie Uso Dilucion
GFP/YFP Abcam abl13970 Pollo Primario | 1:2000
cFos Abcam abl190289 Conejo Primario 1:2000
CGRP Millipore PC205L Conejo Primario 1:2000
PKCy Santa Cruz s¢-211 Conejo Primario 1:200
Tubulina Bl | Biolegend 801201 Ratdn Primario 1:1000
Cell

GFAP signalling 3670 . |Ratén . « [Primario ..
Ibal Primario

703-545- Secundario Alexa Fluor™
IgG de pollo | Jackson IR 155 Burro 488 1:1000
lgG de Secundario Alexa Fluor™
conejo Invitrogen A21206 Burro 488 1:1000
lgG de Secundario Alexa Fluor™
conejo Abcam abl150062 | Burro 555 1:1000
lgG de Secundario Alexa Fluor™
conejo Invitrogen Al1012 Cabra 594 1:1000
lgG de Secundario Alexa Fluor™
conejo Invitrogen A31573 Burro 647 1:1000

Secundario Alexa Fluor™

lgG de raton | Invitrogen A21237 Cabra 647 1:1000
1B4* Invitrogen 121413 - Primario Alexa Fluor™ 594 | 1:400

TABLA 5. Anticuerpos utilizados en los experimentos de inmunohistoquimica.

*Laisolectina IB4 es una glucoproteina que se une a glucoconjugados presentes en la membrana
de nociceptores no peptidérgicos (Bogen et al. 2015). No es propiamente un anticuerpo, pero
se afiade junto con los anticuerpos primarios. No necesita anticuerpo secundario al estar
fusionado con una molécula fluorescente.




3.12. Representacion de los datos y estadistica

Para la representacion de los datos, se utilizaron los programas GraphPad Prism 8
(GraphPad) y Origin 8 (OriginLab). El montaje de los paneles y figuras se realizé con el programa
de cédigo abierto Inkscape (Proyecto de Inkscape). El andlisis estadistico se realiz6 con el
programa GraphPad Prism 8. Los test estadisticos aplicados, asi como la significancia en cada
caso se detallan en los pies de figura correspondientes. Para la comparacion de medias se uso
el test de la t de Student cuando las distribuciones eran normales, y el test de Mann-Whitney
cuando no lo eran. Para la comparacidn entre 3 o mas grupos se uso el andlisis de la varianza
ANOVA de dos vias seguido de un test post-hoc de Sidak o Tukey para comparaciones multiples.
En caso de que se comparara la media de un grupo experimental con la media de un grupo
control se usé un test post-hoc de Sidak. Para la comparacién de las medias de varios grupos
entre si, se utilizé un test post-hoc de Tukey. Para la comparacién de proporciones se uso el test

exacto de Fisher.
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BLOQUE I: CARACTERIZACION DE LAS NEURONAS
SENSORIALES QUE EXPRESAN TRPA1, SU ACTIVACION
MEDIANTE  TECNICAS DE OPTOGENETICA Y LA
IDENTIFICACION DE SUS DIANAS EN LA MEDULA ESPINAL

En este primer bloque de experimentos, se describird una caracterizacion de la poblacién de
neuronas sensoriales que expresan el canal idnico TRPA1 (TRPA1"), identificando algunos de sus

tejidos diana y utilizando herramientas de optogenética que permiten su activacién selectiva.

4.1. Identificacion de terminales TRPA1* que inervan
la superficie plantar

En primer lugar, se estudié la presencia de terminaciones nerviosas de neuronas TRPA1* en
la superficie plantar de la extremidad posterior del ratéon. La confirmacion de la presencia de
estos terminales permitiria después estimular selectivamente con luz pulsatil esas fibras en el

ratén TRPA1-ChR2-EYFP.

4.1.1. Trazado de la inervacion cutanea de la superficie plantar

Para marcar de manera selectiva las neuronas sensoriales que inervan la superficie plantar
se administré por via intraplantar la lectina WGA unida a la molécula fluorescente Alexa Fluor™
594 (Fig. 18.A). La WGA es captada mediante difusién y mecanismos de endocitosis por las
terminales nerviosas préximas al sitio de inyeccidn, se transporta en vesiculas y se distribuye por
todas las regiones celulares (Levy, White, y Sillitoe 2015), incluidos los somas de las neuronas.
Para comprobar el correcto marcaje de las neuronas que inervan la region plantar, se extrajeron
los DRG lumbares L3-L4-L5 correspondientes al lado inyectado, que son los ganglios donde se
localizan las neuronas que contribuyen a la inervacidon cutdnea plantar de la extremidad

posterior (Rigaud et al. 2008; da Silva Serra et al. 2016). La inmunohistoquimica mostré que, en
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esos ganglios, un 20.8 % de las neuronas sensoriales presentaban fluorescencia roja, indicando
que eran aferentes cutdneos plantares (Fig. 18.B), mientras que en los ganglios cervicales y
tordacicos las neuronas marcadas representaban un porcentaje marginal del total (1.2 %, Fig.

18.C).

20.8%

n =777 neuronas

1.2%
|

WGA*

Tubulina

Tubulina

n =590 neuronas

FIGURA 18. Marcaje de neuronas sensoriales aferentes de la region plantar. (A):
Representacién de la inyeccion intraplantar de WGA. (B, C, izquierda): Imagen confocal
representativa de la inmunohistoquimica de un ganglio raquideo lumbar (B) y uno toracico (C)
ipsilaterales a la inyeccion. Blanco: tubulina BlIl. Rojo: WGA 594. Barra de escala: 100 um. (B, C,
derecha): diagrama que presenta el porcentaje de neuronas marcadas con WGA respecto al
total de las células tubulina positivas en los ganglios lumbares (B) y tordcicos (C). n = 2 ratones,
4 cortes por grupo de DRG.

4.1.2. Caracterizacion funcional del canal TRPA1 en neuronas
sensoriales aferentes plantares y comparacién con aferentes
viscerales

La falta de anticuerpos fiables dificulta la deteccién de TRPA1 en cortes histoldgicos. Por
ello, para estudiar su expresion se planted como alternativa la caracterizacion funcional de este
canal en las neuronas que inervan la superficie plantar. Tras la inyeccidon de WGA, los ganglios
lumbares se extrajeron y se disociaron, y las neuronas sensoriales se sembraron para realizar los
experimentos de imagen de calcio. El 16.1 % de las neuronas presentaban fluorescencia roja
(Fig. 19.A), un porcentaje similar al observado en las rodajas de tejido (Fig. 18.B). El experimento
de imagen de calcio mostré que un 50 % de las neuronas marcadas con WGA respondian a AITC,

un agonista especifico del canal TRPA1 (Fig. 19.B, C). En el grupo de las neuronas no marcadas,
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es decir, entre las neuronas que inervan regiones diferentes a la superficie plantar, el porcentaje
que respondid a AITC fue significativamente menor, un 38.2 % (p = 0.043, test exacto de Fisher).
Esto indica que la mitad de las neuronas aferentes cutdneas plantares expresan el canal TRPA1.
Ademas, la aplicacién de agonistas especificos para otros canales idnicos, como son el WS12 y
la capsaicina, mostré que un 2.3 % y un 27.3 % de las neuronas WGA* expresan TRPM8 y TRPV1
respectivamente (Fig. 19.C). No se observaron diferencias en la amplitud de la respuesta de

calcio a los diferentes agonistas entre las neuronas WGA*y las WGA" (Fig. 19.D).

La distribucion de los terminales TRPAL1* no se restringe a nervios somaticos de la superficie
cutanea (Nassenstein et al. 2008; Kondo et al. 2009). Para comprobar su presencia en nervios
viscerales, se reprodujo el experimento inyectando en la pared del estdmago, un drgano
inervado por neuronas que conforman el componente visceral del nervio vago y que tienen sus
somas en los ganglios vagales (VG) (Akerman y Romero-Reyes 2020; Wang et al. 2020). Por falta
de disponibilidad de WGA, se utilizé Dil al 0.5 % o 1 % como trazador. El Dil es un colorante de
la familia de las carbocianinas que, por su naturaleza lipofilica, se inserta en la membrana
plasmatica y difunde libremente a lo largo del axén, lo que permite el trazado anterégrado de
terminales aferentes (Honig y Hume 1986; Godement et al. 1987). Unos dias después de la
inyeccién, se extrajeron los VG de los animales inyectados y se disgregaron y sembraron sus
neuronas. Se observé que solo un 2.6 % de ellas presentaban fluorescencia roja, y por lo tanto,
se consideraron aferentes del estomago (Fig. 19.E). Los experimentos funcionales mostraron
que, en este caso, un 22.2 % de las neuronas rojas respondian a AITC y por lo tanto expresaban
TRPAL. Sin embargo, mas de la mitad, un 55.6 %, respondian a capsaicina, el agonista de TRPV1,
siendo este porcentaje mayor que en las neuronas vagales que inervan otras regiones (Fig. 19.F,
G). No se apreciaron diferencias significativas en la amplitud de las respuestas de calcio a los

diferentes agonistas (Fig. 19.H).
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FIGURA 19. Respuestas a los agonistas de TRPA1, TRPM8 y TRPV1 de las neuronas que inervan
la superficie plantar (A-D) y la pared estomacal (E-H). (A, E): Imagenes del cultivo de neuronas
de los DRG lumbares tras la inyeccion intraplantar del trazador WGA (A) y de neuronas de los
VG tras la inyeccidn en la pared del estémago del trazador Dil (E), junto con la proporcidn de
células marcadas en cada caso, WGA* o Dil*. n = 2 ratones por cada grupo. Barras de escala: 100
um. (B, F): Trazos representativos de la concentracion de calcio intracelular medido como razén
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de la fluorescencia de Fura2 (340/380) en neuronas disociadas de DRG (B) y de VG (F) al aplicar
diferentes agonistas de canales TRP. El trazo rojo representa una neurona marcada con el
trazador (WGA o Dil) y el trazo gris, una no marcada. (C, G): Porcentaje de neuronas que
responden a los diferentes agonistas: AITC (100 uM) para TRPA1, WS12 (0.1 uM) para TRPM8 y
capsaicina (0.5 uM, Caps) para TRPV1, en los cultivos de DRG (C) o VG (G) (* = p < 0.05, test
exacto de Fisher). (D, H): Amplitud de las respuestas de calcio a los diferentes agonistas de
canales idnicos en los cultivos de DRG (D) o VG (H), representada como la razén de Fura2
(340/380) u.a. (ns = diferencias no significativas, test de Mann Whitney). La n en el gréafico indica
el nimero de neuronas, procedentes de al menos 3 ratones en cada caso.

4.2. Estimulacion selectiva de fibras TRPA1" mediante
técnicas de optogenética

Una vez demostrado que las fibras TRPA1" inervan la superficie plantar, se utilizé la linea de
ratdn transgénico TRPA1-ChR2-EYFP, que expresa el canal activado por luz canalrodopsina-2
fusionado a una molécula fluorescente EYFP en las células TRPA1*. Este modelo nos permitio

activar selectivamente esta subpoblacion neuronal con luz y caracterizar sus respuestas.

4.2.1. Caracterizacion funcional de la linea de raton transgénico
TRPA1-ChR2-EYFP mediante imagen de calcio

En primer lugar, se llevaron a cabo experimentos de imagen de calcio en neuronas
disociadas de los DRG de dicha linea transgénica con dos objetivos. El primero, comprobar que
la recombinacién, y por tanto la expresién de la ChR2-EYFP, se producia Unicamente en las
neuronas TRPA1*. Y el segundo, determinar si la aplicacién de luz pulsante sobre estas neuronas
era suficiente para evocar un incremento del calcio intracelular consecuencia de la apertura de

los canales ChR2 sensibles a luz que se expresan en las neuronas TRPA1".

Para comprobar que la expresiéon de ChR2-EYFP se restringia a las neuronas TRPA1*, se aplicd
AITC, el agonista de TRPA1, a las neuronas disociadas en cultivo. Entre las células ChR2-EYFP?,
reconocibles por la fluorescencia verde, un 95,9 % (47 de 49 neuronas) respondieron a AITC (Fig.
20.B, C). Entre las neuronas no fluorescentes también existia una proporcién relativamente alta
de neuronas que respondian a AITC, un 42.7 % (160 de 375 neuronas) (Fig. 20.B, C). Esto nos

indica que la expresion de la proteina de fusion ChR2-EYFP estd restringida casi exclusivamente
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a células que expresaban el canal TRPA1. No obstante, la eficiencia de la recombinacién no era
lo suficientemente alta como para que toda la poblacién TRPA1* expresara el constructo, dando
lugar a una subpoblacidon de neuronas TRPA1* sin marcaje fluorescente. Mas especificamente,
nuestro modelo conseguia marcar un 22.7 % (47 de 207 neuronas) de toda la poblacién que
respondia a AITC (Fig. 20.C). Esto no supone un problema, porque el modelo asegura que la
estimulacién con luz, aunque no active toda la poblacién de neuronas sensoriales TRPA1Y, si que

activa de manera especifica una fraccidn significativa de ésta.

Para comprobar si la aplicacién de pulsos de luz sobre las neuronas disociadas es suficiente
para despolarizarla e inducir la entrada de calcio en la célula, se aplicaron pulsos de luz a
diferentes frecuencias, 5, 10 y 20 Hz, durante 2 segundos y se realizé imagen de calcio. Como se
observa en los trazos de fluorescencia de la Fig. 20.D, ninguna de las frecuencias de luz aplicadas
fue suficiente para producir un aumento de calcio intracelular detectable mediante el sistema
fluorométrico en las células ChR2-EYFP*. Es posible que esto se deba a una limitacién
metodoldgica, ya que es incompatible la adquisicién de imagen a la longitud de onda de emision
del Fura-2AM al mismo tiempo que se aplica la luz azul necesaria para inducir la apertura del
canal. Por tanto, existe un desfase entre la aplicacion de luz y la adquisicion de laimagen, lo que

hace perder la resolucion temporal requerida para detectar estos cambios.

93



A B Respuestas a AITC C
1001 X
) B EYFP' n=49
o B3 EYFP n=375
o] " EYFPY
g AITC
© 504 (2)
[}
©
X
0-

O

o
®

o
'S

Ratio Fura2 (340/380)

o
)

FIGURA 20. Caracterizacién mediante imagen de calcio de las neuronas TRPA1*/ChR2-EYFP*.
(A): Imagen representativa de neuronas de DRG en cultivo del ratén TRPA1-ChR2-EYFP,
composicion de la imagen en luz transmitida y de la fluorescencia en verde. Barra de escala: 50
pum. (B, C): Diagramas que muestran la proporcion de neuronas EYFP* y EYFP™ que responden a
AITC (100 puM). Entre paréntesis se muestra el numero de células en cada grupo. (D, E, F): Trazos
representativos de la sefial de calcio intracelular para neuronas EYFP* (D), EYFP~ que respondian
a AITC (E) y EYFP" que no respondian a AITC (F). Los trazos finos representan neuronas
individuales, los trazos gruesos coloreados representan la media de los trazos individuales
correspondientes. n = 3 ratones.

4.2.2. Registro de corrientes de accién generadas por estimulacion
con luz en neuronas TRPA1+/ChR2-EYFP+.

Los experimentos de imagen de calcio no poseian la suficiente resolucién temporal para
detectar entradas de calcio inducidas por la apertura de los canales ChR2 tras exponerlos a la
luz azul pulsante. Por ello, se llevaron a cabo experimentos de patch-clamp en configuracién de
cell attached, lo que nos permitié obtener registros extracelulares de las corrientes de accidn de
las neuronas sensoriales al estimularlas con pulsos de luz. Al igual que con los experimentos de
imagen de calcio, estos registros se llevaron a cabo en neuronas disociadas procedentes de los

DRG de ratones TRPA1-ChR2-EYFP (Fig. 21.A).

En fijacidn de voltaje a 0 mV, se aplicaron pulsos de luz de 10 ms. La duracidn del tren

de pulsos fue de 2 s a una frecuencia de 10 Hz, por lo que se dieron 20 pulsos en cada secuencia.
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Para la primera secuencia, se establecid la irradiancia a un 20 % de la intensidad maxima, y se
comprobd la proporcidn relativa (considerando el 100 % al nimero de respuestas evocadas por
la intensidad maxima) de pulsos de luz que evocaban una corriente de accién. Tras un minuto
de espera, se aplicé un segundo tren aumentando la irradiancia a un 40 %, y asi sucesivamente
(Fig. 21.B). Como se muestra en la Figura 21.D, a medida que aumenta la intensidad de la luz,
aumenta el ndmero de pulsos de luz que evocan corrientes de accidn, aunque a la maxima
intensidad ya no se observa un aumento de la frecuencia de disparo. Por tanto, la actividad de
los canales canalrodopsina es dependiente de la intensidad de la luz aplicada a la frecuencia de

estimulacion aplicada (10 Hz). Las corrientes observadas presentaban una amplitud y forma

similares (Fig. 21.C).
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FIGURA 21. Activacion de las corrientes de accion evocadas por pulsos de luz en neuronas
sensoriales disociadas de DRG de la linea de raton TRPA1-ChR2-EYFP. (A): Configuracién de
célula adherida en una neurona EYFP*. Barra de escala: 50 um. (B): Trazos representativos de las

corrientes de accién evocadas por la estimulacion con trenes de 20 pulsos de luz azul (488 nm)

a diferentes intensidades en una misma neurona. (C): Corriente de accién expandida, con las

fases negativa y positiva caracteristicas; el trazo superior azul indica la duracion del estimulo.

(D): Porcentaje de pulsos que son capaces de evocar una corriente de accién para cada

intensidad de luz aplicada. El nimero de pulsos que evocan corrientes correlaciona con la

intensidad de la luz (coeficiente de Pearson r =0.86). La linea representa el ajuste a una regresion

no lineal (logaritmica). El circulo representa la media, las barras, el error estandar de la media

(SEM) para 8 células procedentes de 3 ratones.
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4.2.3. Estudio de las respuestas conductuales provocadas por la
estimulacién por luz de las terminaciones TRPA1* en la superficie
plantar del ratdon TRPA1-ChR2-EYFP

Tras confirmar que la aplicacion de pulsos de luz azul era suficiente para activar corrientes
de accién en neuronas TRPA1*/ChR2-EYFP* en cultivo, caracterizamos el comportamiento
evocado por la activacion de estas neuronas en la superficie plantar de los ratones sin
restricciones de movimiento (Fig. 22.A). Para ello, durante un intervalo de 20 segundos se aplicd
luz de diferentes frecuencias e intensidades en la superficie plantar de la pata trasera y se
analizaron los comportamientos de retirada, retraccién y lamida. Se comprobd que, para las
diferentes frecuencias e intensidades de luz, el comportamiento de retraccién se daba en un
porcentaje variable de los ensayos (Fig. 22.B), considerando cada ensayo como un intervalo de
estimulacién de 20 segundos. En cada ensayo, la media del nimero de retiradas que realizaba
el animal variaba normalmente entre 1y 2 para las diferentes frecuencias e intensidades (Fig.
22.C). Para el comportamiento de retraccidn, sin embargo, el factor intensidad si que influia
significativamente (p < 0.005, ANOVA de dos vias), aumentando la probabilidad de que ocurra
este comportamiento a medida que aumenta la intensidad de la luz (Fig. 22.D). También el
tiempo dedicado a este comportamiento aumentaba significativamente a medida que aumenta
laintensidad (p < 0.005, ANOVA de dos vias) (Fig. 22.E). En el caso del comportamiento de lamida
de la pata, la intensidad también influia significativamente tanto en el porcentaje de ensayos en
los que se daba este comportamiento como en el tiempo dedicado a él en cada ensayo (p <
0.0005 para ambos, ANOVA de dos vias) (Fig. 22.F, G). Mientras que a la intensidad minima (2 %
del maximo) el comportamiento de lamida aparecié en un 33.3 y 41.7 % de los ensayos para
frecuencias de 5 y 10 Hz respectivamente, a partir de un 33 % de la intensidad maxima el
comportamiento se dio practicamente en todos los ensayos. Ademas, a partir de esa intensidad,
el tiempo dedicado a la lamida de la pata constituia practicamente la mitad del tiempo de
estimulacién. La intensidad de la luz, por lo tanto, se revelé como el factor que explica la mayor
parte de la varianza en los comportamientos nocifensivos estudiados, mientras que la frecuencia

de la luz no influye significativamente sobre ellos.

Como control, se utilizaron ratones procedentes de la misma linea de ratones, pero que no
incluian el transgén ChR2-EYFP (ChR2-EYFP" en la Figura 22). Estos animales se estimularon
siguiendo el mismo protocolo, empleando las dos frecuencias y sélo las tres intensidades mas
altas. No se observé comportamiento nocifensivo en ellos, en ninguno de los ensayos (Fig. 22.B,

D, F), descartando un posible efecto térmico de la luz sobre la pata de los ratones.
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FIGURA 22. Comportamientos nocifensivos evocados por la estimulacién con luz en el raton
TRPA1-ChR2-EYFP. (A): Imagen que muestra la disposicién de la plataforma de vidrio y la
aplicacion de la luz en la superficie plantar mediante la fibra dptica. (B): Porcentaje de ensayos




en los que se produjo el comportamiento de retirada para cada intensidad y frecuencia de luz.
(C): Numero de retiradas que se producian por cada ensayo. (D): Porcentaje de ensayos en los
que se produjo el comportamiento de retraccion. (E): Tiempo dedicado a la retraccion por cada
ensayo. (F): Porcentaje de ensayos en los que se produjo el comportamiento de lamida. (G):
Tiempo dedicado a la lamida por cada ensayo. Los circulos representan la media y las barras la
SEM, para al menos 3 ratones para cada intensidad y frecuencia.

4.3.  Caracterizacion molecular y conectividad en la
meédula espinal de las neuronas sensoriales TRPA1*

Tras caracterizar funcionalmente las neuronas TRPA1* y estudiar los comportamientos
nocifensivos desencadenados por su activaciéon selectiva, nos centramos en describir la

naturaleza molecular de esta subpoblacién y sus proyecciones hacia la médula espinal.

4.3.1. Clasificacion de las neuronas TRPA1*/ChR2-EYFP* como
nociceptores peptidérgicos o no pepetidérgicos

Segun la literatura, los nociceptores se dividen cldsicamente en peptidérgicos, aquellos que
expresan los péptidos CGRP o SP, y los no peptidérgicos, reconocidos porque pueden unir la
lectina IB4 (Snider y McMahon 1998; Dirajlal et al. 2003). Para identificar a cudl de estas dos
poblaciones de nociceptores pertenecen las neuronas TRPA1" marcadas en la linea de ratén
transgénico usada, se extrajeron los DRG y se llevd a cabo la inmunohistoquimica sobre

secciones de tejido.

Para comprobar qué porcentaje de neuronas TRPA1* pertenecen al grupo de las
peptidérgicas se utilizé el anticuerpo anti-CGRP, junto con el anticuerpo anti-GFP para reconocer
las células que expresaba el constructo ChR2-EYFP (Fig. 23.A). En este bloque de experimentos,
un 7.5 % de todas las neuronas de los DRG analizados expresaban EYFP (196 de 2602 neuronas),
esto es, expresaban TRPA1, mientras que un 36.6 % expresaban CGRP (952 de 2602 neuronas,
Fig. 23.B). Sin embargo, sélo un 17.9 % de todas las neuronas EYFP* (35 de 196 neuronas)
expresaban también CGRP. Entre las CGRP*, solo un pequefio porcentaje expresaba también
EYFP (el 3.7 %, 35 de 952 neuronas, Fig. 23.C). Por lo tanto, podemos decir que la poblacién de

neuronas TRPA1* que se marcan en la linea de raton TRPA1-ChR2-EYFP constituyen una
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poblacién que mayoritariamente no expresa el marcador peptidérgico CGRP. La pequefia
fraccidn de neuronas EYFP*/CGRP*, ademds, muestra un tamaiio ligeramente inferior al resto de
neuronas EYFP"/CGRP". Esta diferencia no llega a ser significativa, probablemente debido al bajo

numero de células EYFP*/CGRP* (Fig. 23.D).

B 75% C D
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-
92.5%
36.6 %
CGRP N N
CGRP* CGRP
EYFP™ EYFP"
63.4%

FIGURA 23. Co-localizacion de la expresion de EYFP con el marcador peptidérgico CGRP en DRG
del ratéon TRPA1-ChR2-EYFP. (A) Imagen confocal representativa de la inmunohistoquimica en
seccion de DRG. Verde: EYFP. Rojo: CGRP. Blanco: tubulina BlIl. Las flechas verdes, rojas y
amarillas marcan neuronas EYFP*/CGRP", EYFP/CGRP*y EYFP*/CGRP* respectivamente. Barra de
escala: 100 um. (B): Diagramas que muestran la proporcidon de neuronas EYFP*y CGRP* respecto
del total de neuronas de DRG cuantificadas. (C): Diagrama de Venn que muestra la co-
localizacién del marcaje de EYFP y CGRP. Entre paréntesis se muestra el nimero de células de
cada grupo. (D): Comparacion entre la superficie celular de las neuronas EYFP*/CGRP* y las EYFP"
/CGRP*, representadas como la media y su SEM. n = 2602 células procedentes de 5 ratones (n.s.
= diferencias no significativas).
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El analisis de la co-localizacidon de EYFP con CGRP revela que, seglin nuestro modelo, el canal
TRPAL se expresa solo en una pequefia proporcion de nociceptores peptidérgicos. Es posible,
por tanto, que la mayor parte de TRPA1 se exprese en la otra gran familia de nociceptores, los
no peptidérgicos. Para identificar a estos Ultimos en cortes de DRG, se aiadid la lectina IB4 unida
a una molécula fluorescente Alexa Fluor™ 594 durante el protocolo de inmunohistoquimica en
lugar del anticuerpo anti-CGRP (Fig. 24.A). En este grupo de ratones, el porcentaje de neuronas
EYFP* es muy similar al anterior, de un 8.6 % (185 de 2148 neuronas), y el 37.5 % de todas las
neuronas de DRG cuantificadas se marcaron con IB4 (806 de 2148 neuronas, Fig. 24.B). La
mayoria (el 84.9 %, 157 de 185 neuronas) de las células EYFP* se marcaban también con IB4.
Entre las IB4*, un 19,5 % (157 de 806 neuronas) expresaban también EYFP. (Fig. 24.C). Ademas,
dentro de la poblacion de neuronas IB4*, las EYFP* presentaban un tamafio significativamente
menor a las EYFP™ (Fig. 24.D). En conjunto, estos datos nos permiten afirmar que la poblacion de
neuronas TRPA1* marcadas en la linea de raton TRPA1-ChR2-EYFP estd compuesta

mayoritariamente por nociceptores no peptidérgicos con somas de pequefio tamano.
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FIGURA 24. Co-localizacion de la expresion de EYFP con el marcador no peptidérgico IB4 en
DRG del ratén TRPA1-ChR2-EYFP. (A) Imagen de microscopia confocal representativa de la
inmunohistoquimica en seccidn de ganglio de la raiz dorsal. Verde: EYFP. Magenta: IB4. Blanco:
tubulina BIIl. Las flechas magenta y amarillas marcan neuronas EYFP/IB4* y EYFP*/IB4*
respectivamente. Barra de escala: 100 um. (B): Diagramas que muestran la proporcién de
neuronas EYFP* y IB4* respecto del total de neuronas de DRG cuantificadas. (C): Diagrama de
Venn que muestra la co-localizacion del marcaje de EYFP e IB4. Entre paréntesis se muestra el
numero de células de cada grupo. (D): Comparacion entre la superficie celular de las neuronas
EYFP*/IB4* y las EYFP/IB4*, representadas como la media y su SEM (*** = p < 0.001, test de
Mann-Whitney). n = 2148 células procedentes de 3 ratones.

4.3.2. Proyecciones de las neuronas TRPA1*, su entrada en médula y
conexiones con neuronas espinales

Una vez identificados los érganos diana de las terminaciones periféricas de estas neuronas,
como es la piel de la superficie plantar, y su clasificacidn mayoritaria como nociceptores no

peptidérgicos, nos centramos en estudiar la localizacidn de las ramas centrales de las neuronas
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sensoriales TRPA1* tras su entrada en la porcidn dorsal de la médula espinal, y las ldminas donde
estas prolongaciones terminan. Para ello, se perfundieron ratones TRPA1-ChR2-EYFP para la
extraccién y procesado de la porcién lumbar de la médula espinal, y se llevaron a cabo tinciones
histoquimicas para identificar las fibras EYFP*. En primer lugar, se observd que en el corte lumbar
de médula espinal la fluorescencia EYFP aparece Unicamente como fibras aferentes en las astas
dorsales (Fig. 25.A). Salvo algin soma aislado en ldminas profundas, no aparecié marcaje verde

en fibras ni en somas de ninguna otra regién de la médula espinal.

Para identificar de manera mds precisa las laminas que reciben las fibras aferentes TRPA1",
utilizamos como referencia el marcador PKCy, que marca una poblacidon de interneuronas
excitatorias localizadas en la porcién ventral de la lamina Il interna (lliv) (Malmberg et al. 1997,
Neumann et al. 2008). Se observé que las proyecciones centrales de algunas fibras EYFP®, tras
penetrar en ambas astas dorsales, alcanzan esta lamina Ili, aunque mayoritariamente terminan
formando una banda inmediatamente dorsal a la capa de interneuronas PKCy* (Fig. 25.A). Por
tanto, podemos afirmar que las neuronas sensoriales TRPA1* tienen como diana central
neuronas que se encuentran localizadas en la Idmina Il, especialmente en su porcion dorsal o
externa (llo y lli dorsal), y que deben establecer conexiones con neuronas de esa capa, o cuyas

dendritas terminen en dicha capa.

La herramienta molecular empleada para identificar las neuronas diana de las terminales
TRPAL1* en la médula espinal fue el marcaje de la proteina cFos. Esta proteina se expresa en
neuronas postsindpticas de la médula espinal tras la estimulacion de neuronas sensoriales
primarias (Hunt et al. 1987). En nuestro modelo, esta estimulacién no fue otra que la aplicacion
transdérmica de pulsos de luz en una de las extremidades, que como se demostrd previamente,
activan selectivamente las neuronas sensoriales TRPA1*. Tras esperar 2 horas para que se
indujeran los cambios de expresién génica y la sintesis de la proteina, los ratones se sacrificaron
y se extrajeron las médulas espinales, que se procesaron y cortaron para la cuantificacion. En las
secciones de tejido, la inmunohistoquimica mostré un marcaje de cFos mas abundante en el
lado ipsilateral (el correspondiente a la pata estimulada), y especialmente concentrado en las
ldminas mas superficiales (Fig. 25.B). Mientras que en la ldamina | la diferencia entre la media de
células cFos* por corte entre el lado ipsilateral y el contralateral no llega a ser significativa (4.9 =
0.6 vs 2.0 + 0.3 células), esta diferencia si que es significativa para la ldamina Il (p < 0.0001, 28.9
+2.0vs 11.2 £ 1.3 células, Fig. 25.C). Este marcaje se encontrd tanto en la porcién interna como

en la externa de la ldmina Il, tanto en el lado ipsi como en el contralateral.
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FIGURA 25. Entrada de las fibras TRPA1* en la médula espinal y neuronas activadas por su
estimulacién con luz en el ratéon TRPA1-ChR2-EYFP. (A, derecha): Imagen de microscopia en
mosaico de la inmunohistoquimica en un corte coronal de la porciéon lumbar de la médula
espinal de un ratén TRPA1-ChR2-EYFP. Verde: EYFP. Rojo: PKCy. Barra de escala: 100 um. (A,
izquierda): Magnificacién de un asta dorsal delimitando las laminas I, Il externa (llo), Il interna
(i, con sus porciones dorsales (d) y ventrales (v) y la capa de células PKCy* en esta ultima) y
[dmina Ill. Barra de escala: 100 um. (B): Imagenes confocal de la inmunohistoquimica de médula
espinal lumbar tras la aplicacién de luz en la superficie plantar de una extremidad. Se muestran
las astas dorsales de los lados estimulado (ipsilateral) y no estimulado (contralateral) de la
misma seccién medular, delimitando las laminas mas superficiales. Verde: EYFP. Rojo: cFos.
Barra de escala: 100 um. (C): Diagrama que muestra la cuantificacion de células cFos* por corte
en los lados ipsi y contralateral y en las laminas | y Il. Se representa la media de neuronas
positivas por corte, las barras de error representan la SEM y cada punto representa el nUmero
de neuronas cFos* en un corte. En todos los casos se contabilizaron ambos lados de cada corte
(**** = p < 0.0001, ANOVA de dos vias seguido de un test de Sidak para comparaciones
multiples). n = 29 cortes procedentes de 5 ratones.
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En resumen, las neuronas somatosensoriales TRPA1* inervan regiones como la superficie
plantary visceras como el estémago. La linea transgénica TRPA1-ChR2-EYFP permite su marcaje,
caracterizando estas neuronas como nociceptores no peptidérgicos cuya terminacion central
penetra en la médula espinal hasta la Idmina I, y su activacion mediante luz induce

fundamentalmente comportamientos nocifensivos en el raton.
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BLOQUE II: CARACTERIZACION DE LOS CIRCUITOS
INVOLUCRADOS EN LA TRANSMISION DE INFORMACION
NOCIVA TERMICA EN CONTEXTO AGUDO E INFLAMATORIO

En este segundo bloque de experimentos, se estudiaron los circuitos que se establecen en
la médula espinal como primera estacion de relevo de la informacidn nociva térmica y cémo

estos circuitos estan sujetos a modificaciones plasticas en situaciones de inflamacidn periférica.

4.4. Desarrollo vy caracterizacion del modelo
inflamatorio: modelo del CFA

La inyeccidn intraplantar de CFA ha sido ampliamente utilizado como modelo de dolor
inflamatorio al dar lugar a una inflamacién mas prolongada que otros modelos, como el de la
carragenina, lo que permite estudiar la evolucion del proceso inflamatorio y los cambios
plasticos que se suceden (Stein et al. 1988; McCarson y Fehrenbacher 2021). Este es el modelo
que elegimos para estudiar los circuitos implicados en la transmisién de informacién nociva en

un contexto inflamatorio.

4.4.1. Evaluacioén de la sensibilidad mecanica y térmica en el modelo
CFA.

Se estudiaron dos grupos de ratones, el tratado con CFA y el grupo control. Al grupo CFA se
le administré una Unica dosis de 10 ul de CFA mediante una inyeccién intraplantar en una de las
extremidades posteriores, considerada como ipsilateral. La pata contralateral no se inyectd. Al
grupo control se le inyecté el mismo volumen de solucidn salina. Para confirmar el desarrollo de
la inflamacidén, se midid el grosor de ambas patas 3 dias antes de la inyeccién, y 1 y 4 dias
después. Se considerd el grosor de la pata como la distancia, en milimetros, desde la superficie
plantar hasta el dorso de la pata medida en su punto central. Un dia después de la inyeccién de

CFA, la inflamacién era ya muy evidente en la pata ipsilateral de los ratones del grupo CFA, en
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comparacién con la contralateral (Fig. 26.A); el grosor de la pata aumenté un 50.4 % respecto al
tamafio antes de la inyeccion (de 2.36 + 0.03 mm a 3.55 + 0.08 mm). Cuatro dias después de la
inyeccion la inflamacién aln era evidente, mientras que la pata contralateral no sufrié ninguna
variacion de grosor (Fig. 26.B). El grupo control, inyectado con salino, no experimentd cambios

en el grosor de su extremidad (Fig. 26.B).

Para valorar si el modelo inflamatorio estaba funcionando correctamente y los animales
experimentaban sintomas de hipersensibilidad mecanica, se evaluaron los umbrales mecanicos.
La sensibilidad mecanica se estudid mediante el registro de las respuestas a la aplicacion de
filamentos de von Frey de diferente grosor. Para establecer un valor basal (valores pre), se
hicieron estas mediciones una semana antes de la administracién de CFA o solucidn salina
Unicamente en la pata que iba a ser inyectada, comparandose los porcentajes de respuestas con
los obtenidos 4 dias después de la inyeccion (valores post). Previo a la inyeccidn, ambos grupos
de ratones mostraron un porcentaje de respuestas a los tres primeros filamentos (0.02, 0.04 y
0.07 g) siempre inferior al 10 %, mientras que tras la inyeccion con CFA este porcentaje ascendid
hasta un 33.3 £ 7.2 % para el filamento de 0.07 g. Uno de los filamentos centrales, el de 0.4 g,
produjo respuestas en menos del 50 % de los ensayos antes de la inyeccién (47.5 + 8.7 % para
“CFA pre”), mientras que después del CFA este porcentaje aumento hasta un 72.2 + 9.7 % (Fig.
26.C). En resumen, se pudo comprobar que la curva de respuesta a los diferentes filamentos se
desplaza hacia la izquierda tras la inyeccion con CFA, lo que significa un incremento en la
sensibilidad mecdnica. En el grupo control no se observaron cambios en la sensibilidad mecanica

tras la inyeccién de solucidn salina. (Fig. 26.C).

Ademas de la hipersensibilidad mecdnica, quisimos comprobar si el modelo CFA desarrolla
también hipersensibilidad térmica. Para ello, se empled el test plantar de Hargreaves, en el cual
se proyecta un haz de luz que se enfoca sobre la pata trasera produciendo calor radiante, y se
mide el tiempo (latencia) que tarda el animal en retirar la pata (Hargreaves et al. 1988). Se
establecieron unas latencias basales para ambos grupos una semana antes de la administracion
de CFA o solucién salina y se compararon con las latencias obtenidas 3 dias después de la
inyeccion. Antes de la administracion, los valores de latencia para ambos grupos rondaban los
12 segundos (11.8 1.2 sy 12.3 + 1.0 s para los grupos control y CFA respectivamente). Tres dias
después de administrar el CFA, la latencia en este Ultimo grupo se redujo significativamente
hasta los 7.0 = 1.2 s. En el grupo vehiculo, sin embargo, no se produjo ninglin cambio en la
latencia de respuesta al calor (Fig. 26.D). Se puede afirmar que la inflamacion inducida por CFA

produce una hipersensibilidad térmica.
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FIGURA 26: Evaluacion comportamental de la induccion del modelo inflamatorio CFA. (A):
Imagenes representativas de la inflamacién de las patas traseras de un ratén, 1 dia después de
la inyeccidn unilateral de CFA. A la izquierda se muestra la pata que ha recibido el CFA
(ipsilateral), a la derecha, la pata intacta (contralateral). (B): Evolucién del grosor, en milimetros,
de las patas inyectadas (ipsi) y no inyectadas (contra) en los grupos CFA y SS (solucién salina). Se
considerd como dia 0 al dia de la inyeccidn. Los puntos representan el grosor medio de las patas,
las barras de error representan la SEM y las lineas representan los valores individuales para cada
raton (**** = p < 0.0001 para la comparaciéon entre los grupos control ipsi y CFA ipsi para los
dias 1y 4, ANOVA de dos vias seguido de un test de Sidak para comparaciones multiples). n = al
menos 3 ratones por cada grupo experimental. (C): Evaluacion de la sensibilidad mecénica en el
modelo de CFA mediante el registro del porcentaje de respuestas a filamentos de diferentes
grosores antes (pre) y después (post) de la inyeccién de CFA o solucidn salina. Los puntos
representan el porcentaje medio de respuesta a cada filamento y las barras, la SEM (* = p < 0.05,
** = p <0.005, **** = p < 0.0001 para la comparacion entre CFA pre y CFA post, ANOVA de dos
vias seguido de un test de Sidak para comparaciones multiples). (D): Evaluacién de la sensibilidad
térmica en el modelo de CFA mediante la medicidn de la latencia de retirada de la pata en el test
de Hargreaves antes (pre) y después (post) de la inyeccion de CFA o solucidn salina. Las barras
representan el tiempo medio de retirada en cada grupo, las barras de error, la SEM, y los puntos,
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los valores individuales para cada raton (** = p < 0.005, ANOVA de dos vias seguido de un test
de Sidak para comparaciones multiples). n = al menos 9 ratones por cada grupo experimental.

45. Estudio de la activacion de cFos en meédula
espinal tras la estimulacion nociva térmica

Una de las herramientas mas utilizadas para la identificacidn de neuronas activas tras la
aplicacion de un determinado estimulo ha sido la inmunodeteccidn de la proteina cFos (Hunt
et al. 1987). En esta tesis hemos utilizado extensamente esta técnica para la identificacién de
los circuitos involucrados en la transmision de dolor térmico, asi como el modelo de ratén
transgénico TRAP2, que se basa en este mecanismo para el marcaje permanente de poblaciones
activas. Para ello fue necesario comprender como se expresa esta proteina en nuestras

condiciones de estimulacion.

4.5.1. Identificacion del umbral nocivo térmico.

Para identificar los circuitos involucrados en transmision de dolor térmico, nos preguntamos
cudl era la temperatura de estimulacidén que constituia un estimulo nocivo y que podia activar
de manera efectiva las neuronas espinales. Para ello, se llevaron a cabo experimentos con
ratones C57BL/6J en una placa caliente cuya temperatura sube a razén de 3 °C/min y se registré
a qué temperatura el ratdon empezaba a mostrar signos de dolor, como saltos o retirada o lamida
de la pata. Se observd que, tanto en machos como en hembras, y sin existir diferencias
significativas entre ellos, la temperatura en la que se empezaron a producir comportamientos
aversivos rondaba los 46 °C (45.6 + 0.9 °C para machos y 46.3 + 0.2 °C para hembras, Fig. 27).
Teniendo en cuenta estos resultados vy la literatura previa (Vriens et al. 2014), se establecieron
los 52 'C como temperatura nociva y los 42 °C como temperatura inocua para las estimulaciones

de la superficie plantar.
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FIGURA 27. Identificacidn del umbral nocivo de temperatura para machos y hembras. La barra
central representa la media, las barras de error representan la SEM y los puntos, los valores
individuales para cada animal (n.s. = diferencias no significativas, test de la t de Student) n =6
ratones de cada sexo.

4.5.2. Expresion de cFos en el asta dorsal de la médula espinal en
diferentes condiciones de estimulacidon con calor nocivo

Para confirmar que la estimulacién de la superficie plantar con pulsos de calor nocivo era
suficiente para inducir la expresidn de cFos en el asta dorsal de la médula espinal, se llevaron a
cabo experimentos en ratones C57BL/6J sin anestesiar a los que se les aplicaron 5, 10 o 20 pulsos
de calor de 10 segundos en la superficie plantar con la placa caliente. 90 minutos después, los
ratones se sacrificaron y las médulas espinales se extrajeron para realizar Ila
inmunohistoquimica. El objetivo principal fue estudiar si la expresion de cFos en las neuronas de
la médula espinal dorsal estd relacionada con la intensidad del estimulo aplicado. Ademas,
pretendimos localizar en qué nivel medular lumbar se localizan preferencialmente estas

neuronas cFos*.

La inmunohistoquimica mostré abundantes nucleos cFos* en las regiones dorsales de la
médula espinal en el lado estimulado (ipsilateral), con cualquiera de los tres protocolos
aplicados (Fig. 28.A). Se tomaron por tanto las laminas mas superficiales, | y I, para los contajes
de células positivas. Cuando se compard el numero de neuronas cFos* en el lado ipsilateral
respecto del lado contralateral para todos los niveles lumbares, se observé que esta abundancia
de marcaje ipsilateral era especialmente significativa en los niveles L4 y L5 para cualquier
numero de pulsos y en ambas laminas (Fig. 28.B), aunque en los niveles L2, L3 y L6 también se
observé mayor marcaje en el lado ipsilateral en alguna de las condiciones de estimulacidn. Estos

datos coinciden con la literatura, que muestra que los terminales que inervan la superficie
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plantar penetran y establecen sinapsis principalmente en esos niveles medulares (Rigaud et al.
2008), y nos permitio restringir las observaciones a L4 y L5, considerdndolos los mds relevantes

para nuestra investigacion.

A continuacion, se compararon las diferencias entre el nUmero de células activadas por cada
protocolo de estimulacion. Se comprobé que, a mayor numero de pulsos, el numero de células
activadas era significativamente mayor (Fig. 28.C), consiguiendo inducir con 20 pulsos mas
expresion de cFos que con 5 o 10 pulsos. Se decidid utilizar como protocolo estdndar los 10
pulsos de calor, administrados en la superficie plantar mediante una placa caliente a 52 °C, para
evitar exponer al ratdn a estimulaciones excesivas que pudieran ocasionar dafios o lesiones

severas.
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FIGURA 28. Marcaje de cFos en los niveles medulares L1-L6 tras diferentes protocolos de
estimulacion con calor nocivo en la superficie plantar. (A): Imagen representativa de
inmunofluorescencia de un corte medular lumbar L4 tras 10 pulsos de estimulacién unilateral

con calor nocivo (52 °C). Verde: cFos. Barra de escala: 100 um. (B): Comparacién entre el nimero
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de neuronas cFos* en el lado estimulado (ipsi) y el no estimulado (contra) para las laminas
superficiales | y Il, en los distintos niveles medulares L1-L6 y con los tres protocolos de
estimulacién: 5, 10 y 20 pulsos. Se representa la media y las barras de error representan la SEM
(*=p<0.05 **=p<0.01, *** = p <0.001, **** = p < 0.0001, ANOVA de dos vias seguido de
un test de Sidak para comparaciones multiples). (C): Comparacion del nimero de células cFos*
en el lado ipsilateral tras diferentes estimulaciones en los niveles medulares L1-L6. Se representa
la media y las barras de error representan la SEM (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001,
**** = p < 0.0001, ANOVA de dos vias seguido de un test de Tukey para comparaciones
multiples). n = 3 ratones para el protocolo de 5 pulsos y 2 ratones para los protocolos de 10y 20
pulsos.

4.6. Marcaje permanente de circuitos activados por
calor en médula espinal: el raton TRAP2

Los resultados anteriores demuestran que la tincién de cFos es una herramienta util para
marcar neuronas activas tras una estimulacion térmica nociva, pero limitada debido a la
expresion transitoria de cFos. Para superar esta limitacidn, y conseguir marcar estos circuitos de
manera permanente con un reportero que permitiera su posterior caracterizacion vy

manipulacién, empleamos el modelo de animal transgénico TRAP2.

4.6.1. Validacion del raton TRAP2

El ratdn TRAP2 expresa una recombinasa Cre dependiente de tamoxifeno bajo el promotor
de cfos, permitiendo el acceso genético a neuronas que han sido activadas por una experiencia
determinada (Allen et al. 2017). En nuestro caso, este acceso genético se consiguié cruzando el
ratdn TRAP2 con un ratén que contiene el constructo tdTomato floxeado (del inglés floxed o
flanked by loxP), resultando un ratdn denominado en este trabajo como TRAP2-tdTomato. En
este ratdén, en heterocigosis para ambos alelos, se expresa la recombinasa Cre en neuronas
activas (que expresan cFos), y la administracion de hidroxi-tamoxifeno (4-OHT) permite la
traslocacion de la Cre al nucleo. En el nucleo, ocurre la recombinacidn entre los sitios loxP que
flanquean una secuencia STOP que impide la expresidn del tdTomato, activandola (Fig. 10). Para
validar la expresidon del reportero y certificar que la recombinacion (o “aTRAPamiento” de
neuronas) sélo ocurre en presencia de 4-OHT, se disefié un protocolo de “aTRAPamiento” para

el marcaje de neuronas activas tras la aplicaciéon de un estimulo térmico nocivo en la pata. Este
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protocolo aparece descrito en la seccién de Material y Métodos, en el apartado 3.3.2, y se realizd
en un grupo de ratones TRAP2-tdTomato aplicando 10 pulsos de calor (52 °C) como estimulo
inductor del “aTRAPamiento” (Fig. 29.A). Como control, y para descartar una expresion espuria
del reportero tdTomato, se estudié un segundo grupo de ratones TRAP2-tdTomato al que se les
realizd el mismo protocolo sustituyendo la inyeccién de 4-OHT por su vehiculo, una mezcla de
Kolliphor®EL y solucién salina. Tras 7 dias, los ratones se sacrificaron y se extrajeron las médulas
espinales en su porcién lumbar para ser procesadas. Las imagenes de microscopia mostraron
qgue, en el ratdn inyectado con 4-OHT, aparecian células tdTomato* en toda la sustancia gris de
la médula, pero especialmente abundantes en las capas mas superficiales del asta dorsal en el
lado que habia sido estimulado (ipsilateral). El marcaje en estas células era citoplasmatico,
distribuyéndose también por las prolongaciones (Fig. 29.B), y la fluorescencia endégena era lo
suficientemente intensa como para no tener que utilizar un anticuerpo que potenciara la sefial.
En cambio, en el grupo que habia sido estimulado con el mismo protocolo pero que no habia
recibido la inyecciéon de 4-OHT, no aparecian células fluorescentes rojas (Fig. 29.B). Esto indica
que la administracion de 4-OHT es indispensable para que se produzca la recombinacion, y que,

en su ausencia, la recombinacion es prdacticamente inexistente.

Ill

El siguiente paso fue preguntarse en qué tipos celulares ocurria el “aTRAPamiento” para
validar esta herramienta como marcadora de circuitos neuronales. Para ello, tras el protocolo
de estimulacién y el sacrificio 7 dias después, se llevd a cabo una inmunohistoquimica con
marcadores de células gliales, Ibal para identificar microglia y GFAP para astrocitos, en la
médula espinal. Se comprobd que, en el asta dorsal del lado estimulado, las células tdTomato*
aparecian rodeadas y en contacto con otras células positivas para estos marcadores gliales, pero

no se aprecio co-localizacién entre ambas sefiales en ninguna de las secciones analizadas (Fig.

29.0).

Por udltimo, quisimos comprobar si la recombinacién ocurria también en neuronas
sensoriales de DRG, en cuyo caso se podrian observar fibras tdTomato* penetrando en el asta
dorsal de la médula espinal. Tras la estimulacién, se extrajeron también los DRG lumbares del
lado estimulado y se llevd a cabo una inmunohistoquimica con el marcador neuronal tubulina
BlIl. En este tejido no se observd co-localizacion entre los marcajes de tubulina y tdTomato,
aunque si se marcaron pequefias células tdTomato* (Fig. 29.D), tanto en los lados ipsi como
contralateral, que podrian corresponder a células glia satélite (Hanani y Spray 2020). En
resumen, nuestros resultados sugieren que, tras la estimulacion térmica, la recombinacion, y por

tanto el “aTRAPamiento”, ocurre unicamente en neuronas.
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FIGURA 29. Validacién del ratén TRAP2 como herramienta para el marcaje permanente de
circuitos neuronales activos. (A): Esquema del protocolo de “aTRAPamiento” aplicado. (B):
Cortes de médula espinal lumbar de ratones TRAP2-tdTomato estimulados con pulsos de calor
nocivo e inyectados con 4-hidroxi-tamoxifeno (+ 4-OHT) o vehiculo (- 4-OHT). Rojo: tdTomato,
sefal de fluorescencia enddgena. A la izquierda, detalle del asta dorsal. La flecha indica
prolongaciones marcadas con tdTomato. Barras de escala: 200 um (derecha), 40 um (detalle,
izquierda). (C): Imagen de microscopia confocal de la inmunohistoquimica para marcadores
gliales en médula espinal de ratones estimulados e inyectados con 4-OHT. Rojo: tdTomato, sefial
de fluorescencia enddgena. Blanco: GFAP (astrocitos). Verde: Ibal (microglia). A la derecha,
detalle de células tdTomato* rodeadas de células gliales. Barras de escala: 100 um (izquierda),
10 um (detalle, derecha). (D): Imagen de microscopia confocal de la inmunohistoquimica para
neuronas sensoriales de DRG de ratones estimulados e inyectados con 4-OHT. Rojo: tdTomato,
sefial de fluorescencia endégena. Blanco: tubulina BlIl. Barras de escala: 100 um (izquierda), 50
um (detalle, derecha). 2 ratones por cada condicion (+ 4-OHT y — 4-OHT), 3 rodajas de médulay
DRG por condicion.

4.6.2. “ATRAPamiento” de circuitos activados por calor en
condiciones control y comparacion con marcaje cFos.
Reactivacion de poblaciones.

Una vez comprobamos que el ratdn TRAP2 permite el marcaje permanente de neuronas
activadas tras un protocolo de estimulacidn por calor, quisimos comparar ese patrén de marcaje
permanente con la sefial de cFos medida tras el mismo estimulo. Idealmente, esta pregunta se
responderia estudiando el marcaje de tdTomato y cFos en el mismo animal tras una Unica
estimulacidn, cuantificando las neuronas positivas para ambos marcadores y su co-localizacidn,
que deberia ser total en el caso de que la recombinacion tuviera una eficiencia del 100 %. Sin
embargo, los tiempos de expresion de cada una de las proteinas son diferentes, ya que mientras
la expresidén de cFos decae a las 2 horas de la estimulacion (Bullitt et al. 1992), el reportero
dependiente de Cre requiere de varios dias para expresarse plenamente. Por lo tanto, este
ensayo se llevd a cabo en el mismo animal, aplicando dos estimulos idénticos en la extremidad
posterior pero separados en el tiempo. Primero, un estimulo térmico en presencia de 4-OHT,
para capturar los circuitos activos en ese momento, y 7 dias después, una vez el reportero
tdTomato se ha expresado plenamente, un segundo estimulo tras el cual el ratén se perfundié
y se llevd a cabo la histoquimica para cFos en las porciones lumbares de médula espinal. 24 horas
antes del 4-OHT se inyectd solucién salina por via intraplantar, para utilizar este grupo como

control frente a un grupo inflamado que se verd mas adelante (Fig 30.A).
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En primer lugar, se compard el nimero de neuronas marcadas en el lado estimulado
(ipsilateral) con las marcadas en el no estimulado (contralateral). Para ambos marcajes,
tdTomato (neuronas “aTRAPadas” por el primer estimulo) y cFos (neuronas activadas por el
segundo), se observd un numero significativamente mayor de neuronas en el lado ipsilateral,
tanto en l[dmina | como en lamina Il (tdTomato* por rodaja: 3.1 £ 0.5 células en ipsilateral vs 0.4
+ 0.1 células en contralateral en ldmina |, y 13.6 £ 1.3 células en ipsilateral vs 3.3 £ 0.3 células en
contralateral en |[amina Il. En el caso del marcaje cFos, se contabilizaron 8.9 + 0.9 células cFos*
por rodaja en el lado ipsilateral vs 2.2 + 0.4 células en contralateral en lamina I, y 30.6 £ 3.4
células enipsilateral vs 7.1 £ 0.9 células en contralateral en lamina ll, Fig 30.B y C). Esto confirma,
como se veia en la Figura 28, que la expresion del gen cFos es mayoritaria en neuronas de la
médula espinal que corresponden al lado estimulado con calor nocivo, y este patron se mantiene

para la expresion de tdTomato.

En segundo lugar, se observd que, a pesar de que la expresién de ambas proteinas venia
inducida por la estimulacion con pulsos idénticos de calor nocivo, las neuronas cFos* eran mas
abundantes que las tdTomato® en ambas ldminas, en el lado estimulado, aunque esta diferencia
sélo fue significativa para lamina Il (lamina I: 8.9 + 0.9 células cFos*/rodaja vs 3.1 + 0.5 células
tdTomato*/rodaja. Lamina Il: 30.6 + 3.4 células cFos*/rodaja vs 13.6 + 1.3 células
tdTomato*/rodaja, Fig. 30.D). Por tanto, en el ratdbn TRAP2-tdTomato, un primer estimulo
consiguid inducir la recombinacion o “aTRAPamiento” sélo en una fraccion de la poblacién total
de neuronas activas en ese momento, si consideramos que el marcaje con cFos si que identifica
al 100 % de la poblacidn activa. Se puede afirmar que las neuronas que expresan tdTomato se

“activan” por el estimulo nocivo, pero no toda la poblacion activada expresa este marcador.

Finalmente, intentamos determinar si las poblaciones activadas por ambos estimulos
pertenecen al mismo conjunto de interneuronas. Para ello se midid el grado de co-localizaciéon

entre la expresion de tdTomato y cFos. Sorprendentemente, entre las neuronas activadas por el

primer estimulo, sélo un 39.0 % en LIy un 42.8 % en LIl volvian a ser activadas por el segundo
estimulo, es decir, expresaban también cFos (32 de 82 células en LI, 140 de 327 células en LII;
Fig. 30.E). A su vez, entre las que se activaban por el segundo estimulo, sélo un 15.0 % en LI y un
19.1 % en LIl se habian activado también durante el primer estimulo (32 de 214 células en LlI,
140 de 734 células en LI, Fig. 30.E). Esto nos indico que, a pesar de que existe un cierto grado de
solapamiento, los circuitos que integran la informacion nociceptiva térmica no permanecen

estables en el tiempo, y la misma estimulacion puede involucrar poblaciones diferentes de

interneuronas si se aplica en distintos momentos.
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FIGURA 30. Comparacion entre la poblacion “aTRAPada” tras un primer estimulo térmico
nocivo y el marcaje cFos tras un segundo estimulo idéntico. (A): Esquema del protocolo
aplicado. SS: solucidn salina. (B, C, D): Imagen de confocal representativa de la médula espinal
lumbar tras la inmunohistoquimica. En B se muestra el canal rojo (tdTomato) junto con la

cuantificaciéon de neuronas tdTomato* en las laminas | y Il (histograma), que representan las
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neuronas activadas por el primer estimulo. En C se muestra el canal verde (cFos) junto con la
cuantificacion de neuronas cFos*en las [dminas | y Il (histograma), que representan las neuronas
activadas por el segundo estimulo. En D, superposicién de ambos canales para el lado ipsilateral,
mostrando en la imagen ampliada neuronas activadas sdélo por el primer estimulo (flecha roja),
solo por el segundo (flecha verde) o por ambos (flecha amarilla). En el histograma, se muestra
la comparacidn entre el nimero de neuronas rojas y verdes en lamina | y Il. Los histogramas
representan la media, las barras de error representan la SEM y cada punto, el nUmero de células
positivas en cada rodaja (n.s.= no significativo, * = p < 0.05, **** = p < 0.0001, ANOVA de dos
vias con test de Sidak para comparaciones multiples). n = 4 ratones, al menos 4 rodajas por
ratdn. Barras de escala: 50 um para imagenes a menor aumento, 20 um para imagen ampliada.
(E): Diagramas de Venn que muestran la co-localizacion de los marcajes tdTomato y cFos
observados en las laminas | y Il. Entre paréntesis se muestra el nUmero de células de cada grupo.

4.6.3. Comparacion de la poblacién activada por calor en condiciones
fisiologicas e inflamatorias

A continuacidn, nos planteamos si, al aplicar calor nocivo en una pata inflamada, la
poblacién de neuronas espinales activada es mas numerosa que la poblacion activada en
condiciones control. Es posible que la hipersensibilidad térmica que observdbamos en los
experimentos de conducta tras la administracion de CFA sea, en parte, consecuencia del

reclutamiento de una poblacién mas amplia de interneuronas por parte del mismo estimulo.

Para comprobar esta hipétesis, inyectamos un grupo de ratones con CFA en una de sus patas
posteriores 24 h antes de aplicar el primer estimulo “aTRAPador”, y reprodujimos el protocolo
de “aTRAPamiento” y reactivacion mostrado en el apartado anterior. A continuacion,
comparamos el nimero de neuronas tdTomato* y cFos* entre el grupo control y el grupo CFA
(Fig. 31.A). Al comparar estos datos, se observd que ambos grupos presentan en su lado
ipsilateral un niumero similar de neuronas “aTRAPadas” en las ldminas superficiales | y Il tras la
primera estimulacion con calor (Ldmina I: 3.4 + 0.5 células tdTomato*/rodaja en el grupo control
vs 5.7 * 0.9 células tdTomato*/rodaja en el grupo CFA. Lamina Il: 13.6 + 1.3 células
tdTomato*/rodaja en el grupo control vs 11.4 + 1.0 células tdTomato*/rodaja en el grupo CFA,
Fig. 31.B). Ocurre lo mismo con el segundo estimulo de calor, que activa un nimero similar de
neuronas en laminas | y Il en condiciones control e inflamatorias (Ldmina I: 8.9 + 0.9 células
cFos*/rodaja en el grupo control vs 12.9 * 1.4 células cFos*/rodaja en el grupo CFA. Lamina Il
30.6 * 3.4 células cFos*/rodaja en el grupo control vs 36.1 + 1.9 células cFos*/rodaja en el grupo

CFA, (Fig. 31.C). Estos resultados sugieren que la inflamacion periférica, al menos en su fase
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aguda, no induce una expansion de la poblacion neuronal de Idminas superficiales que recibe la

informacion nociceptiva térmica.
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FIGURA 31. Comparacion entre la poblacién “aTRAPada” tras un estimulo nocivo térmico en
ratones con y sin inflamacién plantar. (A): Esquema del protocolo de “aTRAPamiento” y
posterior estimulacidon aplicado en los dos grupos de ratones. (B, C): Comparacion entre el
marcaje tdTomato (B) y cFos (C) tras la aplicacién del estimulo de calor nocivo en condiciones
control y en condiciones inflamatorias. A la izquierda se muestran imdagenes de microscopia
representativas de la médula espinal lumbar en ambos grupos. A la derecha, cuantificacion de
neuronas tdTomato* o cFos* en laminas | y Il en el grupo control y CFA. Se representa la media,
las barras de error representan la SEM y cada punto, el nimero de células positivas en cada
corte (n.s. = diferencias no significativas, ANOVA de dos vias con test de Sidak para

120



comparaciones multiples). n = 4 ratones por cada grupo, al menos 4 rodajas por cada ratdn.
Barras de escala: 100 pum.

4.6.4. “ATRAPamiento” de circuitos activados por calor en
condiciones inflamatorias y comparacion con marcaje cFos.
Reactivacion de poblaciones.

A continuacién, nos preguntamos si el porcentaje de co-localizacién que se observa en
condiciones control (Fig. 30.E) varia cuando la estimulacion se aplica en condiciones
inflamatorias, es decir, si los circuitos involucrados en la codificacion del dolor térmico en una
fase temprana de la inflamacidn se mantenian en el tiempo y eran los mismos que intervenian
ante el mismo estimulo aplicado en una fase tardia de la inflamacidn. Para ello, se analizé el
porcentaje de colocalizacién entre tdTomato y cFos en los ratones del grupo CFA utilizados en

el apartado anterior (Fig. 32.A).

Los resultados observados fueron similares a los obtenidos en condiciones control. Tanto
para tdTomato como para cFos, el nimero de neuronas marcadas fue significativamente mayor
en el lado inflamado y estimulado, tanto en I[dmina | como en la Il (tdTomato* por rodaja: 5.2 +
0.7 células en ipsilateral vs 1.2 + 0.2 células en contralateral en [dmina |, y 9.4 £ 1.0 células en
ipsilateral vs 3.2 + 0.5 células en contralateral en l[dmina Il. cFos* por rodaja: 12.9 + 1.4 células
en ipsilateral vs 6.1 + 0.6 células en contralateral en lamina |, y 36.1 + 1.9 células en ipsilateral
vs 17.8 + 2.3 células en contralateral en l[dmina Il, Fig 32.B y C). Ademas, de la misma forma que
en el control (i.e. inyeccién intraplantar de solucién salina), las neuronas cFos* eran mas
abundantes que las tdTomato* para ambas laminas en el lado estimulado (lamina I: 129 + 1.4
células cFos*/rodaja vs 5.2 + 0.7 células tdTomato*/rodaja. Lamina Il: 36.1 + 1.9 células

cFos*/rodaja vs 9.4 + 1.0 células tdTomato*/rodaja, Fig. 32.D).

Se observé que, en este caso, entre las neuronas activadas por el primer estimulo aplicado
en la fase aguda de la inflamacién, un 44.4 % en Ll y un 43.6 % en LIl volvian a ser activadas por
el segundo estimulo, aplicado en la fase tardia (44 de 99 células en LI, 78 de 179 células en LII).
A su vez, entre las que se activaron por el segundo estimulo, un 17.9 % en LI y un 10.7 % en LII
se habian activado también durante el primer estimulo (44 de 246 células en LI, 78 de 732 células
en LIl, Fig. 32.E). Por lo tanto, concluimos que, tanto en condiciones fisiolégicas como
inflamatorias, los circuitos que integran la informacion nociceptiva térmica son pldsticos y varian

en el tiempo.
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FIGURA 32. Comparacion entre la poblacion “aTRAPada” tras un primer estimulo térmico
nocivo en fase temprana de la inflamacidn y el marcaje cFos tras un segundo estimulo idéntico
en fase tardia de la inflamacion. (A): Esquema del protocolo aplicado. (B, C, D): Imagen de
confocal representativa de la médula espinal lumbar tras la inmunohistoquimica. En B se
muestra el canal rojo (tdTomato) junto con la cuantificacién de neuronas tdTomato* en las
ldminas | y Il (histograma), que representan las neuronas activadas por el primer estimulo. En C
se muestra el canal verde (cFos) junto con la cuantificacidon de neuronas cFos* en las ldminas | y
Il (histograma), que representan las neuronas activadas por el segundo estimulo. En D,
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superposicion de ambos canales para el lado ipsilateral, mostrando en la imagen ampliada
neuronas activadas sdlo por el primer estimulo (flecha roja), sdlo por el segundo (flecha verde)
o por ambos (flecha amarilla). En el histograma, se muestra la comparacién entre el numero de
neuronas rojas y verdes en lamina | y Il. Los histogramas representan la media, las barras de
error representan la SEM y cada punto, el nimero de células positivas en cada rodaja (* = p <
0.05, **** = p < 0.0001, ANOVA de dos vias con test de Sidak para comparaciones multiples). n
= 4 ratones, al menos 4 rodajas por ratén. Barras de escala: 50 um para imagenes a menor
aumento, 20 um para imagen ampliada. (E): Diagramas de Venn que muestran la co-localizacion
de los marcajes tdTomato y cFos observados en las laminas | y Il. Entre paréntesis se muestra el
numero de células de cada grupo.

4.6.5. Reactivacion de poblaciones neuronales sensibles a estimulos
nocivos tras la aplicacion de un segundo estimulo inocuo en un
contexto inflamatorio

Otra cuestidon que nos planteamos fue si las poblaciones que se activan cuando se aplica un
estimulo inocuo que se percibiria como nocivo por el contexto inflamatorio (alodinia), son las
mismas que las que se activan tras la administracion del estimulo nocivo agudo. Para ello, se
disefd un protocolo en el que en primer lugar se “aTRAParon” las neuronas activas tras un
estimulo nocivo térmico agudo unilateral. 4 dias después, se administré solucion salina o CFA
intraplantar, y a los tres dias se aplicaron 10 pulsos de calor inocuo (placa caliente a 42 °C) en
ambos grupos (Fig. 33.A). 1.5 horas después se perfundieron los ratones y se llevé a cabo la

inmunohistoquimica para la deteccion de cFos en médula espinal.

En primer lugar, se analizé el nimero de neuronas cFos* en las astas superficiales del lado
estimulado, comprobando que el nimero de éstas tras una estimulacién nociva aguda (datos
recogidos anteriormente en la Figura 28), no difiere significativamente del nimero de neuronas
que expresan cFos tras una estimulacion de calor inocuo en un contexto inflamatorio (CFA +
Calor inocuo, Fig. 33.B). En cambio, el nimero de neuronas cFos* en la ldmina Il del lado
ipsilateral es significativamente menor cuando el estimulo inocuo se administra en condiciones

fisiologicas (Control + Calor inocuo, Fig. 33.B).

En segundo lugar, se estudid el porcentaje de neuronas que se habian activado tras el
estimulo térmico nocivo agudo (neuronas tdTomato*) que ademas se reactivaron por el estimulo
inocuo en ambos contextos. Este porcentaje, calculado en funcidn del grado de colocalizaciéon
de ambos marcadores, es muy bajo en ambas laminas para el contexto fisioldgico, 4.5 %y 6.5 %

para Ll y LIl respectivamente, ocurriendo lo mismo en el contexto inflamatorio, obteniendo un
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3.4 % y un 10.2 % para las mismas ldminas (2 de 44 células en LI y 10 de 155 células en LIl para
el grupo control, 2 de 58 células en LI y 21 de 206 células en LIl para el grupo CFA, Fig. 33.C). Esto
nos indicé que la informacion térmica inocua, percibida como tal en el ambiente fisioldgico y
como un estimulo nocivo (alodinia) en el ambiente inflamatorio, es integrada por circuitos
diferentes a los que intervienen durante la codificacion de la informacion nociva aguda en la

meédula espinal.

A
TRAPeo
TRAP2-tdTomato —— ! .
: @ 52°C “ i
*O 4-OHT i &
= 1.p. . —=cmma e 4 d
Lmin - =l SS/CFA i.pl.
Activacion cFos 3d
59§42 °c
S 1.5h e
tdTomato =K |
B C
M Calor nocivo
Control + Calor inocuo Control
60— CFA + Calor inocuo
% n.s.
-O *k
\9 KKK 3
+ 404 n.s P E
LE *k ‘ L ]
(@] ? °®
@ 204 * ns u
é A ° .I
@ K4 )
(&) L] LI Ll
* - - | 7 -
LI LI / : cFos+ ’ CEOS+
i tdTomato™ | [ tdTomato™
\ (2) \ (2)
Fos~ + cFos™ cFost
gd%;mato ;:g?gmato' tdTomato™ tdTomato™
(42) (32) (56) (87)
Ll LIl
ckFos+ A
| + Fos
tcligomato ‘ dTomato™
>’ @
cFos” . cFosT cFos™ cFost
tdTomato™  tdTomato tdTomato™  tdTomato™

(145) (105) (185) (258)

FIGURA 33. Reactivacion de los circuitos involucrados en transmision de calor nocivo durante
la administracion de un estimulo inocuo en condiciones control e inflamatorias. (A): Protocolo
de “aTRAPamiento” y reactivacién de circuitos. (B): Comparativa del nUmero de neuronas cFos*
en astas dorsales de la médula espinal tras la estimulacidn con calor nocivo (datos de la Figura
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28.B) y con calor inocuo en condiciones control e inflamatorias. Se representa la media, las
barras de error representan la SEM y cada punto, el nimero de células positivas en cada corte.
(C, arriba): Imagenes de fluorescencia de la parte superficial de un corte lumbar de médula en
su lado ipsilateral a la estimulacién tras aplicar el protocolo de reactivacion y la subsiguiente
inmunohistoquimica para cFos en ambos grupos de ratones. Las flechas verdes, rojas y amarillas
muestran neuronas cFos*/tdTomato’, cFos/tdTomato* y cFos*/tdTomato* respectivamente.
Verde: cFos. Rojo: tdTomato. Barras de escala: 50 um. (C, abajo): Diagramas de Venn que
muestran la co-localizacién de los marcajes tdTomato y cFos observados en las ldminas
superficiales | y Il en ambos grupos de ratones. Entre paréntesis se muestra el nimero de células
de cada grupo. Se contabilizaron y agruparon todas las células presentes en al menos 5
cortes/ratdn, n = 2 ratones.

4.7.  Caracterizacion funcional de las poblaciones de
interneuronas espinales activadas por estimulos
térmicos

Como mostramos en el apartado anterior, la herramienta TRAP2 nos permite marcar de
manera permanente una poblacién de interneuronas espinales que se activaban al aplicar calor
nocivo a la superficie plantar. Demostramos ademads que, cuando este estimulo nocivo se aplica
sobre una pata inflamada, el numero de neuronas espinales activadas no aumenta. A
continuacién, abordamos, mediante registros electrofisioldgicos, la caracterizacién funcional de

esta poblacion de neuronas “aTRAPadas” sensibles al calor nocivo.

4.7.1. Modificaciones funcionales en médula espinal inducidas por la
inflamacion con CFA

Tras confirmar que el modelo inflamatorio de CFA inducia una hipersensibilidad tanto
térmica como mecanica, nos preguntamos si esta percepcion exagerada de los estimulos
externos tiene como causa un cambio en las propiedades de las interneuronas de la médula
espinal que integran la informacidn procedente de los aferentes que detectan esos estimulos,
un proceso conocido como sensibilizacion central (Latremoliere y Woolf 2009). Nos centramos
en caracterizar las propiedades intrinsecas de las interneuronas de la lamina Il, que es la capa
donde los nociceptores establecen mayoritariamente su primera sinapsis (Polgar, Sardella, et al.

2013; Peirs y Seal 2016). Para ello, se inyectd CFA a ratones de la linea TRAP2-tdTomato (grupo
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CFA) y con solucidn salina (grupo control) en la pata posterior izquierda. Un dia después se les
aplicéd un estimulo de calor nocivo (52 °C) en la pata inyectada y se les administré 4-OHT para
“aTRAPar” neuronas espinales que respondiesen a calor. 7 dias después, una vez el reportero se
hubo expresado plenamente, se sacrificaron para realizar el registro electrofisiolégico de las
neuronas en el asta dorsal de la porcidn lumbar de la médula espinal, Unicamente en el lado de
la inyeccion de CFA o solucidn salina (Fig. 34). Se registraron células tdTomato* (sensibles a calor)
y tdTomato™ (insensibles a calor), aunque en este primer apartado se presentan los resultados
obtenidos atendiendo Unicamente a si las células procedian de una rodaja perteneciente o no a
un ratén tratado con CFA. La caracterizacidn funcional de las neuronas marcadas y no marcadas

con el reportero se detallara en el siguiente apartado.

Pulsos de calor Extraccion de tejido y
(52 °C) registro electrofisiologico
TRAP2-tdTomato
- 2|-1fo0o|1|2]|3|4]|5]|6]| 7 |Dias

CFA/SS 4-OHT
i.pl. i.p.

FIGURA 34. Protocolo de induccidn de inflamacion y “aTRAPamiento” de neuronas sensibles a
calor para el posterior registro electrofisiolégico en rodajas de médula espinal. SS: Solucién
salina. i.pl.: intraplantar. i.p.: intraperitoneal. 4-OHT: 4-hidroxi-tamoxifeno.

En primer lugar, nos fijamos en el potencial de membrana en reposo (RMP, por sus siglas en
inglés) de estas interneuronas en ambos grupos de ratones, caracteristica que puede influir en
la excitabilidad neuronal (Tashima etal. 2021). Sin embargo, constatamos que no existen
diferencias significativas en el potencial de reposo en neuronas de lamina Il tras la inflamacion:
-52.1+ 1.1 mV en el grupo control frente a -53.6 + 1.3 mV en el grupo CFA, Fig. 35.A. Durante la
medicion del potencial de membrana en reposo, se constatd que estas células sdlo
excepcionalmente presentan actividad espontdnea en forma de potenciales de accidn,

condicidn que no se ve modificada tras la induccién de la inflamacién periférica.

A continuacién, determinamos la corriente reobase de estas neuronas. Se entiende como
reobase a la minima amplitud de corriente que es capaz de activar una neurona (Arle y Shils

2022). Para ello, se aplicaron pulsos de corriente creciente (+ 20 pA por pulso) en fijacién de
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corriente y se midié la variacién de voltaje, identificando la corriente minima que era capaz de
provocar al menos un potencial de accién. Una menor reobase seria indicativa de una mayor
excitabilidad. No obstante, tampoco se observaron diferencias significativas entre la reobase de
las interneuronas del grupo vehiculo y las del grupo CFA (64.9 + 5.4 pA vs 59.6 + 6.4 pA, Fig.
35.B). Podemos afirmar por tanto que la inflamacion por CFA no afecta al RMP ni a la reobase

de las interneuronas de Idmina Il de la médula espinal.

Otra de las propiedades biofisicas que estudiamos fue el patrén de disparo de estas
neuronas tras la inyeccién de corriente, para comprobar si la inflamacion periférica producia
algun cambio. Se constatd que los patrones mayoritarios de disparo eran el ténico (T) y el inicial
(1), ya que mas del 70 % de las neuronas en ambos grupos disparaban de una de estas dos
maneras. En el grupo control, el patrén de disparo mayoritario fue el inicial, con un 36.2 % de
las neuronas disparando de esta manera, mientras que en el grupo CFA fue el ténico, con un
43.1 % (Fig. 35.C, D). Aun asi, podemos afirmar que la inflamacién con CFA no induce un cambio

significativo en el patron de disparo de las neuronas de Idmina Il.
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FIGURA 35. Caracterizacidon de las propiedades biofisicas de las neuronas espinales de lamina
Il en condiciones control y en inflamacidn. (A, B): Potencial de membrana en reposo (RMP, A) y
corriente reobase (B) para ambos grupos. Se representa la media, las barras de error
representan la SEM y cada punto representa una célula (n.s. = diferencias no significativas, test
de Mann-Whitney). (C): Representacion de la proporcién de neuronas que responden a la
inyeccidn de corriente con cada patrén de disparo en los grupos control y CFA. (D): Comparacion
entre los patrones de disparo en los grupos control y CFA (n.s. = diferencias no significativas, test
exacto de Fisher). n = 6 ratones por grupo experimental.

Tras determinar que el potencial de membrana en reposo, la reobase y el patrén de disparo
de las neuronas de lamina Il no se ven modificados en condiciones inflamatorias, nos
preguntamos si existe algln otro mecanismo de sensibilizacidn central que esté activandose en

esta region de la médula espinal y que pueda contribuir a la facilitacion de la transmision de
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informacidn nociceptiva. Un posible mecanismo es un input sindptico excitatorio aumentado
sobre estas neuronas. Para ello se registraron durante 2 minutos las corrientes excitatorias
postsindpticas espontaneas (SEPSC por sus siglas en inglés) en modo fijacion de voltaje y fijando
el potencial de membrana a -70 mV (Fig. 36.A). Se observd que la frecuencia con la que ocurrian
estos eventos se veia incrementada en el grupo inyectado con CFA (0.77 £ 0.11 Hz en el grupo
control vs 1.32 = 0.24 Hz en el grupo CFA, Fig. 36.C). También aumentd la amplitud de estas
corrientes, que paso de -13.4 + 0.6 pA en el grupo control a -16.8 + 1.0 pA en el grupo CFA (Fig.
36.B, D). La constante de tiempo de inactivacion de estas corrientes (t) no varid
significativamente entre ambos grupos (Fig. 36.E). Todos estos datos indican que la inflamacion
provocada por la inyeccion de CFA induce un aumento del input excitatorio espontdneo sobre las

interneuronas de ldmina Il.
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FIGURA 36. Caracterizacion de las corrientes excitatorias postsindpticas (sEPSC) de
interneuronas de lamina Il en condiciones control e inflamatorias. (A): Trazos representativos
de la corriente en modo fijacién de voltaje a -70 mV en una neurona espinal de ratén inyectado
con solucién salina (izquierda) y de uno inyectado con CFA (derecha). (B): Detalle de una
corriente excitatoria postsindptica. Se representa en azul la linea base y en rojo la amplitud. La
tau (t) o constante de tiempo de inactivacidn indica el tiempo necesario para que la corriente
alcance el 63.2 % de la amplitud alcanzada tras la activacion. (C): Frecuencia con la que se
observan los SEPSC en ambos grupos. Se representa la media, las barras de error representan la
SEM y cada punto representa una neurona (* = p < 0.05, test de Mann-Whitney). (D): Amplitud
media de la corriente sinaptica espontanea observada en cada neurona, en ambos grupos y en
valores negativos por representar corrientes de entrada. Se representa la media, las barras de
error representan la SEM y cada punto representa la media de las amplitudes de todas las
corrientes de una Unica neurona (** = p < 0.01, test de Mann-Whitney). (E): Constante de tiempo
de inactivacion (t) de las corrientes espontaneas en ambos grupos. Se representa la media, las
barras de error representan la SEM y cada punto representa la media de las T de todas las SEPSCs
de una Unica neurona (n.s. = diferencias no significativas, test de Mann-Whitney). n = 6 ratones
por grupo experimental.
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4.7.2. Caracterizacion funcional de las neuronas tdTomato® vy
tdTomato™ en condiciones control e inflamatorias

A continuacidn, se reanalizaron los resultados del apartado anterior, dependiendo de la
pertenencia de las neuronas a los grupos control o inflamado, y se clasificaron en funcién de su

marcaje tdTomato, es decir, si eran neuronas activadas por calor nocivo o no.

En primer lugar, se estudid tanto el potencial de membrana en reposo (RMP) como la
corriente reobase, constatdndose que no existian diferencias significativas en estos parametros
entre las neuronas tdTomato"y las tdTomato* en ninguno de los dos grupos, control y CFA (Fig.
37.A). Se analizé el patrdén de disparo, clasificando las neuronas segun el patron de descarga de
potenciales de accion tras la inyeccion de corriente (Fig. 13). No se encontraron diferencias
significativas en la proporciéon de neuronas tdTomato o tdTomato® que pertenecen a cada
patron de disparo en los grupos control y CFA por separado (Fig. 37.B, C). Sin embargo, se
observé una tendencia en las neuronas tdTomato* a disparar mayoritariamente con un patrén
ténico en ambos grupos, control y CFA. Cuando se analizaron los datos de los dos grupos
experimentales de manera conjunta, se aprecio una diferencia significativa en la proporcién de
neuronas de disparo ténico, siendo este patrén mas frecuente entre las neuronas tdTomato*
(46.9 % de las tdTomato* vs 26.7 % de las tdTomato", Fig. 37.D). Los resultados indican que las
interneuronas espinales sensibles a calor nocivo tienden a presentar un patron de disparo tonico,

tanto en condiciones fisiolégicas como inflamatorias.
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FIGURA 37. Caracterizacion de las propiedades biofisicas de las neuronas espinales tdTomato”
y tdTomato* de lamina Il en condiciones control y en inflamacion. (A): Potencial de membrana
en reposo (RMP) y reobase para las neuronas tdTomato  y tdTomato* de ambos grupos
experimentales, control y CFA. Se representa la media, las barras de error representan la SEM y
cada punto representa una célula (n.s. = diferencias no significativas, test de Mann-Whitney).
(B): Representacién de la proporcién de neuronas tdTomato™ y tdTomato* que responden a la
inyeccion de corriente con cada patron de disparo en los grupos control y CFA. (C): Comparacion
entre los patrones de disparo de las neuronas tdTomato™ y tdTomato* en los grupos control y
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CFA (n.s. = diferencias no significativas, test exacto de Fisher). (D): Comparacion entre los
patrones de disparo de las neuronas tdTomato™ y tdTomato* tomando en conjunto los datos de
ambos grupos experimentales, control y CFA (* = p < 0.05, test exacto de Fisher). n = 6 ratones

Posteriormente, se analizé la amplitud, frecuencia y constante de tiempo de inactivacion (1)
de las corrientes espontdneas excitatorias (SEPSC) presentes en ambas poblaciones. Ya
habiamos mostrado que la inflamacidn provocada por CFA induce un aumento en la frecuencia
y la amplitud de estas corrientes en las neuronas espinales de I[dmina Il (Fig. 36.C, D). Quisimos
ademds estudiar si existian diferencias en estos pardmetros entre neuronas tdTomato™ y
tdTomato* en ambas condiciones. Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la
frecuencia, amplitud ni T de las sESPCs que presentan ambas poblaciones, ni en condiciones
control (Fig. 38.A) ni en inflamacion (Fig. 38.B). Estos resultados sugieren que el input excitatorio
que reciben las neuronas de médula espinal sensibles a calor no es diferente al que reciben las

neuronas que no se han marcado tras este estimulo.
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FIGURA 38. Caracterizacion de las corrientes excitatorias postsinapticas (sEPSC) de
interneuronas tdTomato y tdTomato* de la lamina Il en condiciones control y de inflamacion.
(A, B): Comparacion de la frecuencia con la que se observan los eventos, amplitud media y
constante de inactivacién (t) de los mismos entre neuronas tdTomato y tdTomato* en
condiciones control (A) y de inflamacion (B). Se representa la media, las barras de error
representan la SEM y cada punto representa una neurona. En el caso de la amplitud y la 1, cada
punto representa la media de todas las amplitudes y de todas las t respectivamente para una
Unica neurona (n.s. = diferencias no significativas, test de Mann-Whitney). n = 6 ratones por
grupo experimental.

Por ultimo, analizamos las diferencias en el potencial de membrana en reposo, la corriente
reobase, el patron de disparo y los sEPSC en las neuronas sensibles a calor nocivo (tdTomato®),
en condiciones control e inflamatorias. Anteriormente demostramos que la inflamacidn
provocaba un aumento de la frecuencia y amplitud de los sEPSC sin afectar a su tau ni al resto
de propiedades biofisicas en el conjunto de neuronas de médula espinal. Circunscribiéndonos a
las tdTomato*, observamos que la inflamaciéon no altera su potencial de membrana en reposo
(Fig. 39.A) su corriente reobase (Fig. 39.B) ni su patron de disparo (Fig. 39.C). Sin embargo, si que
provoca un aumento de la amplitud de los SEPSC en estas neuronas (Fig. 39.E), sin afectar

significativamente a su frecuencia (Fig. 39.D) ni a su tau (Fig. 39.F), aunque se observa una
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tendencia al alza en la frecuencia. Por lo tanto, se puede afirmar que la inflamacidn inducida por
CFA provoca un aumento en la magnitud de los inputs excitatorios que reciben las neuronas

sensibles a calor nocivo de médula espinal dorsal.
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FIGURA 39. Caracterizacion de las propiedades biofisicas de las neuronas sensibles a calor
nocivo tdTomato* en condiciones control e inflamatorias. (A, B): Potencial de membrana en
reposo (RMP, A) y corriente reobase (B) para las neuronas tdTomato® en ambos grupos
experimentales, control y CFA. Se representa la media, las barras de error representan la SEM y
cada punto representa una célula (n.s. = diferencias no significativas, test de Mann-Whitney).
(C): Comparacion entre los patrones de disparo de las neuronas tdTomato* en los grupos control
y CFA (n.s. = diferencias no significativas, test exacto de Fisher). (D, E, F): Comparacién de la
frecuencia con la que se observan corrientes excitatorias postsindpticas (D), amplitud media (E)
y constante de inactivacidn (t, F) de las mismas en neuronas tdTomato* en condiciones control
y de inflamacion. Se representa la media, las barras de error representan la SEM y cada punto
representa una neurona. En el caso de la amplitud y la t, cada punto representa la media de
todas las amplitudes y de todas las t respectivamente para una Unica neurona (* = p < 0.05, n.s.
= diferencias no significativas, test de Mann-Whitney). n = 6 ratones por grupo experimental.
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5. DISCUSION
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El dolor constituye un mecanismo de proteccion esencial para la supervivencia, permitiendo
la deteccidn temprana de estimulos nocivos y minimizando el contacto con agentes
potencialmente dafiinos. Ante un dafio tisular, se activa una sensibilizacidn de las respuestas
nociceptivas, lo que contribuye a evitar el uso o contacto con el drea lesionada. Sin embargo,
esta potenciacion de la sensibilidad puede volverse crdnica e incapacitante, lo que en muchos
casos requiere intervencién terapéutica para su manejo (Woolf 2010). En esta tesis se ha
explorado la naturaleza de las neuronas sensoriales que expresan el canal nociceptivo TRPA1,
gue estan involucradas en el desarrollo de esta potenciacién, y se ha caracterizado un modelo
de ratdn transgénico que permite la identificacion y manipulacién de esta poblacién neuronal.
Finalmente, se han explorado los circuitos espinales que participan en la transmisidn del dolor y

la transicién del dolor agudo al crénico.

5.1. Las fibras TRPAL1* inervan tanto la piel como los
organos internos

En primer lugar, se estudiaron las proyecciones de las terminaciones periféricas de neuronas
sensoriales hacia diferentes dianas. El caso de la superficie plantar cobraba especial relevancia,
puesto que para el estudio de la inflamacidon son comunes los modelos animales en los que se
induce una inflamacién local mediante la administracién de sustancias inflamatorias en estos
tejidos (Morris 2003; McCarson y Fehrenbacher 2021). Para el estudio de los terminales que
inervan la superficie plantar se inyectd un trazador retrégrado por via intraplantar y se
cuantificaron las neuronas de los ganglios raquideos que habian incorporado el marcador. En
estudios similares hechos con el trazador True Blue, se ha comprobado que las neuronas
marcadas aparecen fundamentalmente en los ganglios L3, L4, y L5, con una menor participacion
de L6 (Rigaud etal. 2008; Pogatzki-Zahn et al. 2021). Es por ello que llevamos a cabo la
cuantificacion en estos DRG lumbares. Respecto al trazador, utilizamos la aglutinina de germen
de trigo unida a un fluoréforo (WGA Alexa Fluor 594). Este trazador es incorporado
principalmente por fibras no mielinicas, entre las que se encuentran las fibras C que expresan
TRPA1 (Valtschanoff, Weinberg, y Rustioni 1992; Story etal. 2003). En nuestro caso,
encontramos que entre un 16 y un 20 % (en funcién de si el contaje se lleva a cabo en cultivos
de neuronas disociadas o en rodajas de tejido respectivamente) de las neuronas de DRG
lumbares se marcan con el trazador, es decir, inervan la superficie plantar. Este resultado es

similar a los observados en estudios previos de trazado de terminales cutaneas. Pogatzki-Zahny

139



colaboradores reportan una media del 18 % de neuronas marcadas con True Blue en los ganglios
lumbares, aunque con distribucidn desigual entre los diferentes ganglios, alcanzando un 30.6 %
en L4 (Pogatzki-Zahn etal. 2021). Otros trabajos que utilizan RetroBeads como trazador
describen un porcentaje mas bajo, en torno al 6 %, pero coinciden en sefialar la mayor
participacion de L3 y L4 en la inervacidn de esta regidn (da Silva Serra et al. 2016). La diferencia
en cuanto al porcentaje detectado de neuronas que inervan la superficie plantar puede
atribuirse, entre otros factores, a las caracteristicas del marcador utilizado. Algunas de estas
caracteristicas son el area de difusidon del trazador en la zona de inyeccidn, especialmente
reducida en el caso de las RetroBeads (Katz, Burkhalter, y Dreyer 1984), la captacidn selectiva
del trazador por parte de poblaciones neuronales especificas, como en el caso del WGA por
fibras no mielinicas (Valtschanoff et al. 1992), el filtrado del trazador desde el axén hasta el
espacio extracelular, descrito en el caso del True Blue (Weidner, Miceli, y Repe’rant 1983), o la

sensibilidad del fluoréforo al fotoblanqueo (Clancy y Cauller 1998) entre otros.

¢Cual es la identidad molecular de estos terminales? ¢Estd presente el canal TRPA1 en las
neuronas sensoriales cutdneas? Los experimentos funcionales indican que el 50 % de las fibras
gue inervan la superficie plantar son sensibles a AITC, es decir, expresan TRPA1, siendo este
porcentaje superior al encontrado en neuronas sensoriales del DRG lumbar que inervan otros
tejidos (38 %). El porcentaje de neuronas sensoriales que expresan un determinado canal idnico
varia ampliamente en la bibliografia, al utilizarse diferentes métodos en distintos modelos
animales. Los trabajos iniciales identificaron que un 3.6 % de las neuronas del DRG de ratén son
positivas para la sefial de ARNm de TRPA1 (Story et al. 2003), porcentaje que no ha dejado de
aumentar conforme mejoran las técnicas de identificacion. En ratones, Nagata y colaboradores,
mediante la misma técnica, colocan este porcentaje en un 56.5 % (Nagata et al. 2005), y Caspani
y colaboradores lo sitlan en un 28 % restringiéndose a los ganglios lumbares (Caspani et al.
2009), mientras que mediante la técnica de inmunohistoquimica encuentran un 22 % de
neuronas de DRG de rata positivas para TRPA1 (Bautista et al. 2005). Para hacer la comparacion
pertinente, se consideran los trabajos en los que se llevan a cabo experimentos funcionales, en
los que la aplicacidn de diferentes agonistas de TRPA1 permiten establecer el porcentaje de
neuronas de DRG que contienen copias funcionales del canal. Estos porcentajes varian
enormemente, encontrandose entre el 20 y el 60 % en la mayoria de los casos (Malin et al. 2011;
Barabas, Kossyreva, y Stucky 2012; Barabas y Stucky 2013; Zappia et al. 2017; Han et al. 2018;
Patil et al. 2023). Atendiendo especificamente a los terminales cutaneos, los porcentajes de
neuronas sensibles a los agonistas de TRPA1 oscilan entre el 35y el 60 % (Barabas y Stucky 2013;

da Silva Serra et al. 2016), porcentajes no muy diferentes a los encontrados en el resto de
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neuronas no cutaneas. Sin embargo, en esta tesis se describe por primera vez un
enriquecimiento de terminales TRPA1* en la porcion de neuronas sensoriales de DRG lumbares
que inervan la superficie plantar con respecto a las neuronas sensoriales no cutaneas. Respecto
al canal TRPMS, el porcentaje de neuronas que responden a sus agonistas ronda el 2 %,
coincidente con lo encontrado en la literatura (Jankowski, Rau, y Koerber 2017; Yajima et al.
2022), mientras que el porcentaje de neuronas que expresan TRPV1 ronda el 25 %, en el limite
inferior de los porcentajes descritos en la literatura (27 - 60 %) (Malin et al. 2011; da Silva Serra
et al. 2016; Kim et al. 2016; Zappia et al. 2017). Es posible que, dado que en los experimentos
de imagen de calcio la capsaicina es el estimulo que se aplica en dltimo lugar, algunas de las
neuronas hayan sufrido dafio o desensibilizacion como consecuencia de estimulos previos. Es
posible también que el nivel de calcio de las neuronas antes de la aplicacidn de capsaicina fuera
demasiado alto a causa de los estimulos anteriores, lo que podria haber enmascarado la

respuesta a este agonista.

El papel de detector de estrés celular y dafio tisular de TRPA1 no se limita a la superficie
corporal (Viana 2016). De hecho, entre las neuronas sensoriales que conforman el nervio vago
e inervan las visceras, TRPA1l juega un papel principal en la detecciéon de frio, siendo
especialmente abundante en las neuronas que inervan las vias aéreas (Gers-Barlag et al. 2021).
En los experimentos descritos en esta tesis, estudiamos otros tejidos, y observamos que sélo un
2.6 % de las neuronas en cultivo de los ganglios vagales estaban marcadas con el trazador, lo
que las sefiala como aferentes estomacales. Es ldgico encontrar un porcentaje bajo de neuronas
marcadas, ya que forman parte de un ganglio que inerva muchos érganos diferentes, mientras
que para la cuantificacidn de las neuronas que inervan la superficie plantar nos limitamos a los
ganglios de la region lumbar. En trabajos previos se describe un porcentaje similar (< 5 %)
(Brierley et al. 2009), aunque otros apuntan hasta un 20 % de neuronas vagales que inervan el
estomago (Zhang et al. 2004). Este porcentaje, ademas, es altamente variable entre especies.
Por ejemplo, inyecciones de trazadores retrégrados en la pared estomacal de ratas muestran
que entre un 20 y un 30 % de las neuronas del ganglio nodoso inervan el estdmago (Patterson
et al. 2003; Schicho et al. 2004), y el mismo experimento en hurones arroja un resultado del 12
- 14 % (Young, Cooper, y Blackshaw 2008). Cabe destacar que el estdmago no recibe sélo
inervacién sensorial de terminales vagales, sino que neuronas sensoriales que tienen su soma
en DRG tordcicos, también inervan la porcion superior del tracto gastrointestinal (Spencer et al.

2016).

Los experimentos funcionales en neuronas del VG usando la técnica de imagen de calcio nos

permitieron explorar la expresidon de diferentes canales TRPs. No se observaron diferencias
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significativas en el numero de neuronas sensibles a AITC entre la poblacién de neuronas
estomacales y el resto de aferentes vagales (22 vs 33 % respectivamente). Otros trabajos
describen porcentajes similares de respuestas a AITC entre las neuronas sensoriales vagales
(Nagata et al. 2005; Fajardo et al. 2008; Nassenstein et al. 2008; Hondoh et al. 2010; Patil et al.
2023), y algunos si que apuntan a una mayor expresion de TRPA1 por parte de los aferentes
estomacales, encontrdndose en un 55 — 70 % de ellos (Brierley et al. 2009; Kondo et al. 2009).
Aun asi, cabe indicar que estos estudios utilizan técnicas de in situ e inmunohistoquimicas, que,
si bien revelan la presencia de ARNm o la proteina de TRPA1, no confirman la existencia de
canales funcionales. Parece que TRPA1 en esta viscera juega un papel importante en procesos
gastrointestinales dolorosos producidos por la distensién estomacal, y su rol en la motilidad

gastrica esta aun sujeto a debate (Kondo et al. 2009; Mitrovic et al. 2010; Poole et al. 2011).

Lo que si observamos es una mayor proporcion de células que respondian a capsaicina, el
agonista de TRPV1, entre las neuronas del ganglio vagal que inervan el estdmago respecto al
resto de neuronas del ganglio. Mas del 50 % de las neuronas sensoriales que inervan esta viscera
se activaron en respuesta a capsaicina, por el 36 % del resto de las neuronas del ganglio. Estos
porcentajes concuerdan con los observados en experimentos similares realizados en rata, en los
gue se observa entre un 40 y un 80 % de neuronas gastricas del ganglio vagal positivas para
TRPV1 (Patterson et al. 2003; Schicho et al. 2004). La abundancia de canales TRPV1 en los
aferentes géstricos parece indicar un papel importante de este canal polimodal en el estdmago.
Estudios previos han demostrado la sensibilidad a protones del canal en neuronas sensoriales
del ganglio nodoso, lo que sugiere un papel en la deteccién de la acidez estomacal (Sugiura et al.
2005). Ademas, TRPV1 modula la mecanosensibilidad de terminales vagales estomacales,

pudiendo intervenir en la sensacion de saciedad (Kentish et al. 2015).

5.2.  El ratdon TRPA1-ChR2-EYFP como herramienta
para el estudio de la poblacion de neuronas
sensoriales TRPA1*

El ratéon TRPA1-Cre, generosamente donado por el Dr. Mark Hoon, se ha utilizado en esta
tesis para estudiar las neuronas que expresan el canal TRPA1, permitiendo su identificacion y

posterior manipulacién mediante la canalrodopsina2 (ChR2). Ademas, el cruce de este ratén
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transgénico con una linea reportera fluorescente ha permitido la visualizacién de las neuronas

y sus proyecciones centrales.

5.2.1. La recombinacion en el ratéon TRPA1-Cre presenta baja
eficiencia, pero alta selectividad

Para estimar la eficiencia de una linea Cre, es habitual el uso de anticuerpos para el marcaje
de la proteina de interés y la comparacion de la tincién obtenida con la distribucién del marcador
fluorescente dependiente de Cre. Sin embargo, el rendimiento de los anticuerpos para los
canales TRP es, por lo general, subdptimo (Voskuil 2014; Virk et al. 2019; Hernandez-Ortego
et al. 2022). Es por ello que, para evaluar el rendimiento de la recombinacion en el raton TRPA1-
ChR2-EYFP, llevamos a cabo experimentos funcionales de imagen de calcio en cultivos de DRG.
Observamos que la préctica totalidad de las neuronas que expresaban el reportero fluorescente
ChR2-EYFP (95.9 %) respondian al agonista de TRPA1, AITC. También existia una elevada
proporcidén de neuronas ChR2-EYFP™ sensibles al agonista (42.7 %). Estos datos nos indican, por
un lado, que la recombinacidn en nuestro ratén no esta siendo completa, es decir, no en todas
las células que expresan TRPA1 se esta expresando el reportero. Esto puede deberse a varias
razones, una de las cuales puede ser el nivel de expresidon del promotor que controla la Cre. En
un sistema Cre-loxP, la frecuencia de recombinacién es proporcional a la actividad del promotor
(Araki et al. 1997). Es posible, por tanto, que sélo en las neuronas en las que hay un nivel mas
alto de expresion de TRPA1 sea donde también se alcance un nivel minimo de recombinasa para
que se produzca la recombinacién. En nuestro caso, 47 de 207 células que responden a AITC son
ChR2-EYFP*, lo que corresponde a una eficiencia de recombinacién del 22.7 %. Por otro lado,
son muy pocas las células (2/49) en las que la recombinacion ha ocurrido, a priori, en ausencia
de TRPA1 funcional. Esto abre tres posibilidades: que estas neuronas si expresen la proteina
TRPAL1 pero que ésta no llegue a ser funcional, que durante el desarrollo haya existido en algin
momento expresion de TRPA1 que permitid expresidn de la Cre y por tanto del reportero pero
posteriormente TRPA1 se haya silenciado, o que la Cre se haya expresado de manera inespecifica
(“leaky”). En cualquier caso, no supone un problema para nuestro estudio, y aunque no
consigamos marcar toda la poblacién TRPA1*, podemos considerar con una alta probabilidad

qgue una neurona ChR2-EYFP* va a ser TRPA1".

Otros estudios recientes han utilizado abordajes similares para marcar las neuronas TRPAL*.

Patil y colaboradores generaron un ratén TRPA1™P, que expresaba la recombinasa FLP, en células
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TRPA1*, y lo cruzaron con un ratén reportero cuya expresion de tdTomato depende de FLP. En
este raton, el 83.3 % de las neuronas de DRG tordcicos que expresan tdTomato responden a
agonistas de TRPA1, pero estas neuronas tdTomato* constituyen sélo un 15.3 % de todas las que
responden a estos agonistas (Patil et al. 2023), nimeros similares a los que obtenemos con el
ratdn TRPA1-Cre. De hecho, un estudio en ratones reporteros de la hormona liberadora de
corticotropina demuestra que la eficiencia de recombinacién con FLP es menor que la
conseguida con Cre (Zhao et al. 2023). Otra alternativa a la generacidn de ratones transgénicos
para conseguir la expresién de Cre es la inyeccién de vectores virales que incorporen ese
constructo (Joshi, Labhasetwar, y Ghorpade 2017). La eficiencia de esta técnica, si bien depende
de varios factores como el serotipo del virus, la via de administracién o la edad del animal, ha
sido ampliamente demostrada para la expresidn de genes en neuronas sensoriales del DRG (Xu
etal. 2003; Mason etal. 2010; Abdallah etal. 2018). Ademds, permite superar algunos
problemas que presenta la generacion de ratones transgénicos, como la necesidad de establecer
cruces de ratones sucesivos para obtener el genotipo deseado, o la expresion del reportero en
tejidos que sélo expresaron la Cre de manera transitoria durante el desarrollo, pero quedaron

marcados al ocurrir la recombinacion.

5.2.2. La activacién de los canales activados con luz no pudo
observarse mediante técnicas de imagen de calcio pero si
mediante técnicas electrofisioldgicas.

Para comprobar que la ChR2 introducida es funcional y responde a iluminacidn, se aplicaron
pulsos de luz a las neuronas del DRG en cultivo y se midieron variaciones de la concentracion de
calcio intracelular. Sorprendentemente, ninguna de las frecuencias de estimulacién fue capaz
de inducir aumentos de calcio intracelular. Esto puede deberse a una limitacién metodoldgica.
Utilizamos como indicador de calcio el Fura 2 que, al tratarse de un sistema ratiométrico,
requiere de la adquisicidn de dos imagenes a diferentes longitudes de onda. El sistema para la
seleccidon de longitudes de onda se basa en una rueda de filtros controlada mediante un
cambiador programable. Este mecanismo requiere tiempos especificos de conmutacién, lo que
limita la frecuencia de muestreo. Segun lo descrito en la literatura, la transicion del estado
cerrado al abierto y de nuevo al cerrado para la ChR2 es sumamente rapida, de pocas decenas
de milisegundos (Nagel et al. 2003; Erofeev et al. 2019). La apertura de las canalrodopsinas

generalmente solo da lugar a pequefias corrientes de calcio a concentraciones fisioldgicas, y los
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aumentos citoplasmaticos de calcio resultan de la activacion de canales dependientes de voltaje
durante la despolarizacién asociada al potencial de accién (Yizhar et al. 2011). Aun asi, estos
incrementos de calcio son transitorios y se prolongan por tiempos inferiores al segundo
(Rickgauer, Deisseroth, y Tank 2014; Packer et al. 2015), siendo dificiles de capturar con tasas
de muestreo bajas como la que utilizamos. Ademas, aunque el espectro de absorcién del Fura2
no solape con el de la ChR2, el de emision si que lo hace, dificultando la estimulacién vy
adquisicion simultaneas. Es por ello que actualmente la mayoria de los trabajos busca combinar
opsinas e indicadores de calcio excitables en espectros bien diferenciados (Packer et al. 2015;

Renault et al. 2015).

No ocurrié lo mismo cuando se llevaron a cabo experimentos de electrofisiologia en la
configuracién de célula adherida. En la configuracion de fijacidon de voltaje, la aplicacion de
pulsos de luz de 10 ms con una frecuencia de 10 Hz indujo corrientes de accién, aunque no todos
los pulsos fueron capaces de provocar una respuesta. Aunque se ha comprobado que, para la
ChR2, las frecuencias de estimulacién entre 1 y 10 Hz son las mas adecuadas para evocar
corrientes de manera consistente (Boyden et al. 2005; Zhang y Oertner 2007), algunos trabajos
mas recientes limitan las frecuencias 6ptimas a 5 Hz (Erofeev etal. 2019), pudiéndonos
encontrar por encima del limite éptimo. Respecto a la duracién de los pulsos, se describen
también tiempos idoneos de entre 1 y 30 milisegundos para la generacién de corrientes de
accion (Boyden et al. 2005; Erofeev et al. 2019). A medida que aumentabamos la intensidad de
la luz, también aumentaba la proporcion de pulsos que eran capaces de evocar corrientes de
accion. Esto también concuerda con la bibliografia, que describe que la amplitud de la corriente
evocada es proporcional a la intensidad de la luz (Ishizuka et al. 2006). En conclusién, aunque
las condiciones de estimulacién para evocar potenciales de accién en estas neuronas deben ser
optimizadas, demostramos que la aplicacién de luz azul pulsante es capaz de evocar potenciales
de accion en las neuronas sensoriales del DRG que expresan ChR2-EYFP, y que éstas son, en su

practica totalidad, TRPA1".

5.2.3. La aplicacién de pulsos de luz in vivo evoca en los ratones
comportamientos similares a los provocados por la activacidon con
agonistas de TRPA1

Una vez que comprobamos que la activacidn por luz de las neuronas TRPA1* in vitro era

posible y selectiva, el siguiente objetivo fue lograr su activacion in vivo. Esto confirmaria que el
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ratdn TRPA1-ChR2-EYFP es una herramienta util para el estudio de estas fibras y de los circuitos
que establecen en el asta dorsal de la médula espinal. Estudios anteriores ya emplearon la ChR2
como herramienta para el estudio de subpoblaciones de neuronas sensoriales, tanto de
mecanorreceptores que sefializan para el tacto placentero (Elias etal. 2023), como de
nociceptores, entre los que se encuentran las neuronas que expresan Na,1.8, TRPV1 o Mrgprd
(Daou et al. 2013; Stemkowski et al. 2016; Beaudry et al. 2017; Cohen et al. 2019). Esto se
consigue generando ratones transgénicos que expresan el canal sensible a luz, normalmente
unido a un reportero fluorescente, bajo promotores especificos de estas subpoblaciones. En el
caso de los Na,1.8/TRPV1/Mrgprd — ChR2, la frecuencia de aparicién y la duracion de los
comportamientos nocifensivos tras la iluminacidén estaba directamente relacionado con la
intensidad de la luz utilizada, mientras que la frecuencia de los pulsos de luz (normalmente 2, 5
0 10 Hz) no influia en estos comportamientos. En el ratén TRPA1-ChR2-EYFP observamos algo
similar: la frecuencia de los pulsos de luz no es relevante para inducir comportamientos de
retirada, retraccién o lamida, pero si la intensidad de la luz, especialmente para el
comportamiento de lamida. Esto puede explicarse segun lo observado en los experimentos de
electrofisiologia, en los que una mayor potencia de luz generaba potenciales de accién de

manera mas eficaz.

Es importante destacar aqui que los dos componentes del dolor, el reflejo o “sensorial” y el
afectivo, se asocian con comportamientos diferentes. Mientras que la retirada de la pata se
considera un comportamiento reflejo, la lamida, retraccidn sostenida, saltos o huidas forman
parte de los comportamientos afectivos, que involucran circuitos limbicos y corticales y que
motivan una accidn consciente que haga cesar el dolor (Price 2000; Corder et al. 2017, 2019). La
activacion optogenética de las terminales Na,1.8 da lugar a respuestas robustas de retirada,
lamida, saltos y vocalizaciones, debido a su amplia expresion por parte de la mayoria de los
nociceptores (Shields etal. 2012; Daou etal. 2013). Cuando la expresion se restringe a
subpoblaciones concretas de nociceptores (peptidérgicos y no peptidérgicos, identificados en
estos experimentos por la expresion de TRPV1 y MrgprD respectivamente), los
comportamientos son ligeramente diferentes. Aunque la retirada es un comportamiento comun
en la activacion de ambos tipos de nociceptores, la activacidon de terminales TRPV1* genera
comportamientos de lamida mucho mas marcados, mientras que la de terminales MrgprD*,
aunque produce retirada de la pata, en pocas ocasiones evoca lamida o aversidn al contexto en
una jaula iluminada continuamente con luz azul (Beaudry et al. 2017; Warwick et al. 2021; L.-B.
Wang etal. 2022). Esto sugiere que estos ultimos, presumiblemente mecanonociceptores

(Cavanaugh et al. 2009), aunque sefalizan sensaciones de dolor que evocan un reflejo de
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retirada, no parece que transmitan el componente emocional del dolor en condiciones
fisiolégicas. En cambio, en modelos de neuropatia, su activacién si que induce comportamientos
afectivos debido a modificaciones en circuitos de médula espinal que conceden a esta poblacidn

acceso a vias ascendentes de sefializacién de dolor (Warwick et al. 2021; L.-B. Wang et al. 2022).

Los comportamientos que se observan en el ratén TRPA1-ChR2-EYFP tras la activacion
optogenética de TRPA1 son los mismos que se describen tras la administracion intraplantar de
agonistas de TRPA1, tanto AITC como formalina (McNamara et al. 2007; Raisinghani et al. 2011,
Hiyama et al. 2018), con especial hincapié en la lamida de la pata afectada. Teniendo en cuenta
esta profusion de comportamientos de lamida, similares a los que se han descrito tras estimular
la subpoblacidn de nociceptores peptidérgicos TRPV1* (Beaudry et al. 2017; Warwick et al. 2021;
L.-B. Wang et al. 2022), podria sugerirse una posible pertenencia de estas fibras a la poblacion

de nociceptores peptidérgicos, hipdtesis que se comprobd a continuacién.

5.2.4. Las neuronas TRPA1+ marcadas en el ratén TRPA1-ChR2-EYFP
pertenecen mayoritariamente a la subpoblacion de nociceptores
no peptidérgicos

En los trabajos clasicos, se han reportado porcentajes variables de neuronas TRPA1* en los
DRG. Sin embargo, originalmente se las ha considerado como una subpoblacién dentro del gran
grupo de nociceptores TRPV1*, expresando CGRP y SP y por lo tanto, clasificdindolas como
terminales peptidérgicos (Story et al. 2003; Bautista et al. 2005; Nagata et al. 2005; Trevisani
et al. 2007). Sin embargo, este paradigma ha cambiado en los ultimos afios. Caspani y
colaboradores ya sugirieron que sélo una pequena parte de las neuronas TRPA1* de DRG de
ratdn coexpresa CGRP, y observaron su expresiéon predominantemente en terminales no
peptidérgios IB4* (Caspani et al. 2009). Barabas y colaboradores confirmaron estos resultados,
ampliando sus observaciones a ratas (Barabas et al. 2012), mientras que otros estudios en fibras
cornealesy del colon también encontraron baja coexpresion de TRPA1y TRPV1/CGRP (Kim et al.
2010; Malin et al. 2011; Schecterson et al. 2020). Finalmente, la clasificacion por secuenciacion
de mRNA de célula unica de las neuronas somatosensoriales de ratdn ha permitido establecer
varios “clusters” o grupos moleculares. Usoskin y colaboradores establecen 11 “clusters”, de los
cuales tres corresponden a nociceptores no peptidérgicos, y dos, a nociceptores peptidérgicos.
Curiosamente, segun este trabajo, TRPA1l se expresa en los tres grupos no peptidérgicos

(Usoskin et al. 2015). Otros trabajos mas recientes aumentan este numero de “clusters”
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neuronales hasta los 17 (Qi et al. 2024) o 18 (Bhuiyan et al. 2024), y encuentran que TRPA1 se
expresa especialmente en las poblaciones MRGPRD* y MRGPRB4" (Qi et al. 2024).

Los resultados obtenidos en esta tesis apuntan en la misma direccién. Sélo un 17.9 % de las
neuronas marcadas con EYFP expresaban también CGRP, mientras que un 84.9 % unian la
isolectina IB4. Esto nos lleva a concluir que la mayoria de las neuronas TRPA1*/ChR2-EYFP*
pertenecen al grupo de nociceptores no peptidérgicos. Este resultado contrasta con lo
encontrado en trabajos similares recientes. Patil y colaboradores emplean un ratén
TRPA1FPR26%, en el que se induce la recombinacién mediada por la recombinasa FLPo en las
células que expresan TRPAL. La recombinacién permite la expresién del reportero tdTomato en
estas células. En ese trabajo, CGRP se expresa en un 80% de las neuronas sensoriales tdTomato*
del DRG, indicando la pertenencia de las neuronas TRPA1* al grupo de los nociceptores
peptidérgicos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en este estudio, sélo un 15.3 % de las
neuronas de DRG que responden a AITC en cultivo expresan tdTomato, por lo que se estd
marcando un pequefio grupo de todas las neuronas TRPA1* (Patil et al. 2023). Algo similar ocurre
en nuestro modelo, en el que sélo un 22.7 % de toda la poblacién que responde a AITC expresa
EYFP-ChR2. Estos datos sugieren que las neuronas TRPA1* son molecularmente heterogéneasy
no forman una poblacidn Unica. Es posible que las diferentes herramientas que se utilizan para

marcar estas células tengan una eficiencia diferente en las distintas subpoblaciones.

5.2.5. Los terminales centrales de las neuronas sensoriales TRPA1" se
proyectan a las laminas superficiales del asta dorsal de la médula
espinal, y su activacion induce expresiéon de cFos en neuronas de
segundo orden

La entrada de las fibras sensoriales en el asta dorsal de la médula espinal desde la periferia
esta organizada de forma precisa (Basbaum et al. 2009). Por normal general, los nociceptores
peptidérgicos alcanzan las laminas | y Il externa mientras que los no peptidérgicos llegan a
[dmina Il interna (Snider y McMahon 1998). Esta distribucidn permite estratificar la informacion
sensorial y procesarla gracias a la heterogeneidad de poblaciones de interneuronas, neuronas
de proyeccidn y neuronas motoras que la reciben (Todd 2010; Koch, Acton, y Goulding 2018). La
presencia de poblaciones concretas permite delimitar las diferentes laminas, como es el caso de
las neuronas de proyeccion NK1R* para [dmina | (Cameron et al. 2015) o el de las interneuronas

PKCy*. Estas ultimas se sitlan mayoritariamente en la lamina Il interna en su porcion mas
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ventral, por lo que se han utilizado en multitud de trabajos para delimitar lo que se consideran
las laminas superficiales de la médula espinal (Polgdr et al. 1999; Peirs et al. 2014). Ademas, la
mayoria de entradas sinapticas que reciben procede de aferentes mielinicos, y parece que esta
poblacién participa en el desarrollo de la alodinia mecanica mediante la conexién de las vias
inocuas con los circuitos del dolor (Artola, Voisin, y Dallel 2020). Es por ello que utilizamos un
marcaje con un anticuerpo anti-PKCy para identificar los niveles medulares a los que proyectan
las fibras TRPA1* del raton TRPA1-ChR2-EYFP. Como nuestro marcaje EYFP se localiza en la
membrana celular, en la inmunohistoquimica se observa un haz de fibras penetrando en el asta
dorsal (Fig. 25), pero el tipo de marcaje empleado no permite distinguir las terminaciones
sindpticas. Lo que si se distingue claramente es que los terminales EYFP* se detienen antes de
llegar a la capa de neuronas PKCy*, de la misma manera que los nociceptores no peptidérgicos
IB4*/MrgprD* también acaban inmediatamente dorsales a esta poblacién de interneuronas
(Zylka et al. 2005). Esto apoya los resultados en los que se observaba un alto porcentaje de
neuronas EYFP* marcadas con IB4, confirmando a la mayoria de neuronas TRPA1* como
nociceptores no peptidérgicos. No obstante, aunque muchas de ellas alcancen la capa mas
profunda de las [dminas superficiales, no podemos descartar que otras terminen también en las

[dminas | y llo.

Quisimos comprobar si la activacion optogenética de esta subpoblacién de neuronas
sensoriales era capaz de producir expresion de cFos en el asta dorsal de la médula espinal, lo
que daria informacién sobre los circuitos establecidos por estas fibras. Hace ya décadas que se
describié la expresion de este protooncogén en laminas superficiales tras la aplicacién de
estimulos nocivos de diferentes modalidades en la pata trasera. Mas concretamente, la
inyeccion intraplantar de agonistas de TRPA1 produce un aumento de la expresién de cFos en
esta region (Hunt et al. 1987; Todd et al. 2002; Li et al. 2004). Algunos estudios han hilado mas
fino, reportando expresion de cFos en ldminas superficiales tras activar, con técnicas
optogenéticas, poblaciones especificas de nociceptores Na,1.8" (Daou et al. 2013). Otros han
demostrado que la activacién con luz de fibras mielinicas AB no induce expresidn de cFos en las
[dminas superficiales en condiciones fisioldgicas, pero si en situaciones de hipersensibilidad
inducida por neuropatia (Tashima et al. 2018). En esta tesis demostramos que la activacién por
luz de nociceptores TRPA1* induce la expresidon de cFos en las l[dminas superficiales del asta
dorsal. Por limitaciones en la disponibilidad de anticuerpos o de vias de iluminacién para la
excitacion simultanea, no se pudieron combinar marcajes especificos de laminas (PKCy o 1B4)
con el marcaje cFos y el de las fibras EYFP*, por lo que la division entre las laminas | y Il tuvo que

hacerse en base a criterios histoldgicos y no se diferencié entre la [dmina Il externa e interna. A

149



pesar de ello, si se observa un mayor marcaje de cFos en la ldmina Il en el lado estimulado
comparado con el no estimulado, confirmando que los terminales TRPA1* sinaptan en neuronas
espinales situadas en esa lamina. Experimentos de electrofisiologia han demostrado que la
activacion de fibras no peptidérgicas MrgprD* evoca corrientes excitatorias en inteneuronas de
la [dmina Il (Wang y Zylka 2009), lo que, considerando las neuronas TRPA1* como nociceptores

no peptidérgicos, coincide con nuestros resultados.

El nimero de neuronas cFos* que observamos en la lamina |, no es significativamente mayor
en el lado estimulado, lo que sugiere que el nimero de sinapsis de las fibras TRPA1 en esa ldamina
seria bajo o inexistente. Esto es consistente con los estudios previos, que muestran que, en
condiciones fisioldgicas, las fibras no peptidérgicas forman escasas sinapsis con neuronas de
proyeccion de ldmina |, enviando la mayor parte de la informacién a centros superiores a través
de neuronas ascendentes de laminas mas profundas (IlI-V) con las que contactan gracias a
circuitos polisinapticos que comienzan en lamina lli (Zylka et al. 2005; Warwick et al. 2021; L.-B.

Wang et al. 2022).

No obstante, estos resultados son dificiles de conciliar con las observaciones de
comportamiento. Si las neuronas sensoriales TRPA1* marcadas en nuestro modelo son
nociceptores no peptidérgicos y, por tanto, no involucran a las neuronas de proyeccién de la
[dmina | en condiciones fisioldgicas, épor qué su activacién optogenética evoca profusos
comportamientos de lamida con un componente afectivo propio de la activaciéon de fibras
peptidérgicas? Para contestar a esta pregunta, se deben tener en cuenta algunas
consideraciones, ademds de ciertas limitaciones de nuestro modelo. En primer lugar, se ha
descrito que las fibras no peptidérgicas envian informacidn ascendente a través de neuronas de
proyeccion de laminas V, conocidas como de amplio rango dindmico (“wide dynamic range” o
WDR) por sefializar tanto informacidn inocua como nociva (Wercberger y Basbaum 2019). La
activacion de las fibras MrgprD* no logra evocar respuestas con un componente afectivo ni
producir aversion (Warwick et al. 2021; L.-B. Wang et al. 2022), lo que sugiere que estdn
sefializando una sensacion no “aversiva” a través de estas WDR. Sin embargo, aunque en esta
tesis se identifica a las fibras TRPA1* como no peptidérgicas, esto se hace a través del marcaje
con IB4 y no con MrgprD. Aunque todas las neuronas MrgprD* son IB4*, alrededor del 76 % de
las IB4* son MrgprD* (Zylka et al. 2003, 2005), existiendo un porcentaje de nociceptores no
peptidérgicos que no expresa MrgprD. A su vez, aunque se ha descrito que mas del 90 % de las
MrgprD* son también TRPA1*, sélo alrededor del 35 % de las TRPA1* son MrgprD* (Wang et al.
2019). Teniendo en cuenta que en nuestro raton solo se marca con el reportero ChR2-EYFP un

pequefio porcentaje de las TRPA1* (alrededor del 27 %), cabe la posibilidad de que esta
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poblacion marcada forme parte de las neuronas IB4*/MrgprD'. Estas fibras se proyectarian hacia
la [dmina Il interna, donde a través de conexiones polisindapticas transmitirian informacion
nociceptiva a neuronas de proyeccioén, no pertenecientes a la ldmina |, sino a neuronas WDR de
la [dmina V. Esta informacion seria capaz de evocar comportamientos conscientes de evitacion

del dolor.

Esta categorizacion de las fibras TRPA1* como nociceptores no peptidérgicos conduce a la
pregunta sobre su papel en el desarrollo de la hipersensibilidad en condiciones inflamatorias. Se
ha considerado que TRPA1 juega un rol importante en la inflamacién, actuando como un
“centinela durmiente” que se activa ante sustancias indicadoras de dafio tisular (Viana 2016) y
cuyo papel es fundamental en el desarrollo de la hiperalgesia en estas condiciones (Bautista
et al. 2013). Por otro lado, la inflamaciéon aumenta la sensibilidad a capsaicina, el agonista de
TRPV1, especificamente en los terminales no peptidérgicos (Dirajlal et al. 2003; Breese et al.
2005). De hecho, la eliminacion de los nociceptores no peptidérgicos da lugar a una disminucion
tanto de la expresiéon de TRPV1 en condiciones inflamatorias como de la hiperalgesia asociada
(Pinto et al. 2019). Por lo tanto, es posible que la subpoblacién de nociceptores no peptidérgicos
TRPA1" actue como sensora de inflamacién y su activacién provoque la expresion o activacién
de TRPV1 especificamente en esos mismos terminales para que funcionen como detectores de

dafio en condiciones inflamatorias.

Cabe preguntarse si estos datos recogidos sobre la naturaleza de las neuronas TRPA1* son
extrapolables a toda la poblacidn, teniendo en cuenta que la muestra estudiada conforma un 23
% de toda la poblacién funcional. Desconocemos los factores determinantes para que ocurra la
recombinacidn en unas células y no en otras, y por lo tanto no podemos considerar este 23 %
como una muestra aleatoria de la poblacién general. Sin embargo, constituye un porcentaje
importante, y su activacion es suficiente para desencadenar comportamientos nocifensivos, lo
gue remarca su relevancia. Futuros estudios deberan ahondar en el estudio de esta poblacion
de nociceptores y los circuitos especificos que forma en médula espinal y que facilitan la

transmisién de informacién nociceptiva y la sensibilizacidn en situaciones de inflamacién.
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5.3. El modelo del CFA como paradigma de la
inflamacion

La condicién inflamatoria puede provocar la sensibilizacidon periférica, en la que canales
como el TRPA1 juegan un papel fundamental (Bautista et al. 2013). Ademas, puede provocar la
sensibilizacidn central, que afecta al procesamiento del dolor a nivel del sistema nervioso central
(Woolf 2011). En esta tesis se han explorado algunos de estos mecanismos, poniendo especial
interés en identificar los circuitos implicados en la transmisién de dolor térmico en condiciones
fisiolégicas e inflamatorias. Empleamos el modelo del CFA ampliamente utilizado en la literatura.
Este modelo nos resultaba interesante por varias razones. En primer lugar, la preparacion de la
solucién y su inyeccién intraplantar no revisten complejidad. En segundo lugar, la inflamacién
gue produce cursa con una hipersensibilidad térmica y mecanica bien descrita, y, en tercer lugar,
esta hipersensibilidad se prolonga durante varios dias, llegando a alcanzar, segun algunos
estudios, hasta 14 dias (Shinoda et al. 2011; Zhao et al. 2015; Pitzer et al. 2016; Sheahan et al.
2017). Esta duracién prolongada de la hipersensibilidad térmica es importante para hacer uso
del ratén transgénico TRAP2, que como se ha mencionado, requiere de un tiempo minimo tras
el estimulo “aTRAPador” para la correcta expresion del reportero. Nuestros resultados
conductuales confirman los observados en la literatura: los ratones inyectados con CFA
mostraron una marcada hiperalgesia térmica y mecdnica y un edema evidente que persistia
hasta el momento del sacrificio, 8 dias después de la inyeccién. Nos centramos a continuacion
en estudiar los circuitos que participan en la transmisién de modalidades concretas de dolor,
como es el dolor térmico, estudiando las poblaciones que participan en su codificacion en

situaciones de dolor agudo e inflamatorio.

5.4. cFos como marcador de actividad neuronal en la
meédula espinal

Para la identificacion de los circuitos neuronales involucrados en la transmision del dolor,
nos decidimos por una estrategia basada en la expresion del gen cfos, concretamente, el raton
transgénico TRAP2, que nos permitia el marcaje permanente de circuitos activos. En primer
lugar, se caracterizé la expresidon de la proteina cFos en el asta dorsal tras la aplicacién de pulsos

de calor nocivo. Como se ha descrito extensamente (Hunt et al. 1987; Bullitt 1990; Doyle y Hunt
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1999; Todd et al. 2005; Polgar et al. 2008; Cavanaugh et al. 2009), la aplicacién de calor nocivo
en la pata induce la expresién de cFos en el asta dorsal ipsilateral a la estimulacidn,
especialmente en las laminas mads superficiales y en su porcién mas medial. Ademas, en nuestros
experimentos, este aumento era especialmente evidente en las regiones lumbares L4-L5, que
reciben inervacidn de la extremidad posterior (Rigaud et al. 2008; da Silva Serra et al. 2016). El
numero de estimulos aplicados constituyéd un factor importante en la induccién de cFos,
aumentando ésta de manera proporcional. Esta relacion entre la duracién del estimulo y la
expresidn de cFos ya se habia observado en trabajos previos, donde los estimulos eléctricos mas
prolongados aumentaban el nimero de neuronas cFos* y sus niveles de expresién en médula
espinal dorsal (Bullitt et al. 1992). Ocurre lo mismo en las astas ventrales, donde una actividad
locomotora mas prolongada induce una mayor expresion (Ahn et al. 2006). Pero también la
intensidad del estimulo influye significativamente en la expresién de cFos. En experimentos
donde se aplicaban sefiales acusticas, el nUimero de neuronas que expresaban cFos en los
nucleos cocleares aumentd a medida que aumenta la intensidad del tono (Saint Marie, Luo, y
Ryan 1999). Por tanto, la expresion de cFos depende tanto de la intensidad del estimulo como

de la frecuencia con la que éste se aplica (Sheng, Fields, y Nelson 1993).

5.5.  El raton TRAP2: imagen fija de la actividad
neuronal

El siguiente paso consistio en la validacidn del ratén TRAP2-tdTomato como modelo para el
marcaje permanente de poblaciones neuronales activas. Este modelo se ha utilizado sobre todo
para el estudio de la actividad de distintos nucleos cerebrales (Guenthner et al. 2013; Allen et al.
2017; Corder et al. 2019; DeNardo et al. 2019; Koutlas et al. 2022), pero menos frecuentemente
para marcar neuronas en médula espinal (Pham et al. 2020), y s6lo recientemente para definir
poblaciones espinales sensoriales (Brown et al. 2022; Targowska-Duda et al. 2024). Un control
importante fue comprobar que la recombinacidn Unicamente ocurria en presencia del 4-OHT,
ya que algunas lineas CreER™ presentan recombinacién independiente de la administracién del
4-OHT debido a un efecto espurio de la CreER™ (Madisen et al. 2010). Entre ellas se encuentra
la linea Arc TRAP, que utiliza la misma estrategia que el TRAP2, pero utilizando el promotor de
otro gen de expresion temprana, Arc, en lugar de cFos. En este caso, se encontrd una expresion
significativa del reportero en varias dreas cerebrales incluso en ausencia de 4-OHT, quiza debido

al alto nivel de expresion de esta proteina (Guenthner et al. 2013). En nuestro caso, no se
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observa esta actividad espuria, ya que en ausencia de 4-OHT muy pocas células expresan
tdTomato. Este dato coincide con experimentos previos con el ratén TRAP1 y TRAP2, en los que
se encuentran muy pocas células donde ocurra la recombinacién en ausencia de 4-OHT

(Guenthner et al. 2013; DeNardo et al. 2019).

Ademas de la dependencia de 4-OHT para que ocurra la recombinacién, fue también
necesario confirmar la asociacién del marcaje tdTomato con el estimulo mediante la
comparacién del lado estimulado con el no estimulado. Al igual que ocurre en los experimentos
de inmunohistoquimica de cFos, el lado estimulado presenta un nuimero significativamente
mayor de neuronas marcadas que el lado contralateral en [ldminas superficiales, debido a que es
fundamentalmente a estas laminas donde proyectan los nociceptores (Todd 2010). Resulta
llamativo, ademas, que la mayor parte de células marcadas se localizan en la porcién medial de
las astas dorsales de la médula espinal. Este patrén se ha observado también en otros trabajos
gue aplican una estimulacién térmica en la extremidad posterior para inducir cFos en médula
espinal, ya sea mediante calor radiante (Hunt et al. 1987) o inmersion de la pata en agua caliente
(Cavanaugh et al. 2009), y corresponde a la terminacion somatotdpica de las fibras aferentes en
la médula espinal. La extremidad posterior del ratdén estd inervada por el nervio ciatico, que
deriva de la rama ventral del nervio espinal (Jenkins y Tubbs 2021). Experimentos de trazado de
fibras han demostrado que los nervios que derivan de esta rama, entre ellos el ciatico, terminan
en la porcién mas medial del asta dorsal de la médula espinal (Grant et al. 1979; Molander 1986),
lo que coincide con nuestro patrén de marcaje de cFos y tdTomato tras la estimulacion de la

extremidad posterior.

Sin embargo, es cierto que, tanto en los experimentos de expresidon de cFos como en los que
se emplea el ratén TRAP2, se observa un marcaje de neuronas también en las capas profundas
de la médula espinal, y no sdlo en las superficiales, tras la aplicacion unilateral de un estimulo
doloroso. Este marcaje puede tener varias explicaciones. Por un lado, teniendo en cuenta que
el tamoxifeno abre una ventana de varias horas en las que toda neurona activa es susceptible
de recombinar y expresar el reportero, es de esperar que interneuronas de laminas profundas
que reciben informacién de tacto inocuo (Basbaum et al. 2009) se activen en ambos lados a
causa de la actividad normal de los ratones tras el experimento. Por otro lado, la profusién de
conductas de lamida de la pata tras la estimulacién dolorosa puede explicar un posible marcaje
mas abundante en el lado estimulado a causa de esa estimulacion mecdnica de bajo umbral. En
ultimo lugar, aunque en este trabajo no se han cuantificado las neuronas en estas capas

profundas, la [dmina V también contiene neuronas de proyeccion que reciben informacion tanto
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nociva como no nociva, que pueden estar activdndose tras los estimulos de calor nocivo (Todd

2010).

Otro de los controles fundamentales para la utilizaciéon fiable del modelo de ratéon TRAP2
para el marcaje de poblaciones neuronales era el destinado a descartar la recombinacion en
células gliales, puesto que la expresién de cFos se ha descrito en trabajos previos tanto en
astrocitos (McNaughton y Hunt 1992) como en microglia (Eun et al. 2004). Sin embargo, en estos
estudios, la expresién de genes de expresion temprana responde a la activacién y proliferacion
en respuesta a la lesidn y al dafio tisular, y no a los estimulos despolarizantes que si la inducen
en neuronas (Hisanaga etal. 1990; Cruz-Mendoza etal. 2022). Esto encaja con lo que
observamos en la médula espinal, donde no se produjo recombinacién ni en astrocitos ni en

microglia en respuestas a estimulos térmicos.

No obstante, es curioso lo observado en secciones de DRG. Existe controversia sobre la
expresion de cFos en neuronas sensoriales primarias: mientras que cldsicamente se ha
observado y aceptado que estas neuronas no expresan cFos (pero si otros genes marcadores de
actividad de expresion temprana, como pERK) (Hunt et al. 1987; Gao y Ji 2009; Miao et al. 2022),
otros trabajos encuentran que tras condiciones determinadas de estimulacién o de lesién, cFos
puede ser detectado mediante técnicas de inmunohistoquimica en neuronas del DRG (Sheng
et al. 1993; Romero et al. 2011). Los resultados de esta tesis no pueden confirmar o descartar la
expresion de cFos, pero en caso de existir, no alcanza los niveles criticos para desencadenar la
recombinacion en el raton TRAP2. Donde si ocurre la recombinacién es en pequefas células
gliales satélite en el DRG, que son células de soporte que rodean a las neuronas sensoriales y
pueden modular su actividad (Hanani y Spray 2020). Se ha descrito en estas células la expresion
de cFos en situaciones de dafio neuropatico (Soares, Chen, y Morgan 2001), aunque poco se
sabe sobre su expresién en condiciones basales o tras la estimulaciéon de la terminacién
sensorial. Sin embargo, no se estudié la expresidn bilateral de tdTomato en este tipo celular, por
lo que no se puede asegurar que la recombinacidn esté asociada al estimulo aplicado. Una futura
linea de investigacidn podria estudiar la expresion en estas células de estos genes de expresion

temprana en respuesta a estimulacion inocua o nociva, su efecto y su posible funcion.
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5.5.1. Inestabilidad de los circuitos neuronales de la médula espinal
dorsal

5.5.1.1.  Resultados en condiciones fisioldgicas

Como el “aTRAPamiento” y consecuente expresion de tdTomato depende de la expresidon
de cFos, hipotetizamos que, ante el mismo estimulo, las neuronas espinales que respondiesen a
él se marcarian con ambos marcadores. Como el reportero dependiente de Cre requiere varios
dias para alcanzar su expresidn completa (Guenthner et al. 2013; DeNardo et al. 2019), se
aplicaron dos estimulos, el primero después de la administracién de 4-OHT que “aTRAPS” a las
neuronas activadas, y una segunda tras la cual se llevé a cabo la inmunohistoquimica contra
cFos. Al comparar ambos marcajes obtenidos en respuesta al mismo estimulo se observaron

algunos detalles interesantes.

Por una parte, ambos marcajes se concentran en las laminas superficiales del asta dorsal,
especialmente en la porcién medial, dato que ya se ha discutido anteriormente. Sin embargo, el
numero de células tdTomato* en el ratdn TRAP2 es aproximadamente la mitad de las marcadas
por el anticuerpo anti-cFos. Este resultado se puede explicar por una reducida eficiencia de
recombinacidn de la Cre. La frecuencia de recombinacidn en un sistema Cre-loxP es proporcional
a la actividad del promotor, por lo que la expresion de cFos (y con ello, la expresion de Cre),
debe alcanzar un nivel umbral para que se produzca la recombinacion (Araki et al. 1997).
Mientras que la expresion de cFos constituye una variable continua proporcional a la actividad
celular, la recombinacidn es dicotémica (Guenthner et al. 2013), pudiendo ocurrir o no ocurrir.
Es posible que, de todo el conjunto de células que expresan cFos en niveles detectables por la
histoquimica, sélo la mitad alcance los niveles de expresion criticos para desencadenar la
recombinacion. Otros trabajos han encontrado resultados similares en médula espinal, donde
el mismo patrén de actividad locomotora genera mas marcaje en inmunohistoquimicas de cFos

gue neuronas “aTRAPadas” (Pham et al. 2020).

Por otro lado, llama la atencidn el bajo grado de colocalizacién, es decir, el mismo estimulo,
aplicado con una diferencia de 7 dias, provocé la activacion de poblaciones diferentes. Mas
concretamente, de la poblacion tdTomato* (la que respondié al primer estimulo), sélo cerca de
un 40 % responde al segundo estimulo nocivo, y esto ocurre tanto en la ldmina | como en la ll.
Curiosamente, otros trabajos que también utilizan esta aproximacion para reactivar circuitos

con el ratdn TRAP2 encuentran resultados similares en diferentes sistemas. Asi, en la médula

156



espinal ventral, se ha demostrado que sélo un 20 % de las neuronas “aTRAPadas” tras un primer
episodio de marcha en cinta de correr se reactivaban cuando se repetia la misma marcha 14 dias
después (Pham etal. 2020). En los nucleos cocleares, sélo un 30-40 % de las neuronas
“aTRAPadas” tras la aplicacién de una seial sonora se reactivaban cuando 5 dias después se
repetia la misma frecuencia (Guenthner et al. 2013). Y en la corteza prelimbica, entre un 20y un
50 % de las neuronas “aTRAPadas” durante el establecimiento de un condicionamiento clasico

son reactivadas al repetir el tono condicionante (DeNardo et al. 2019).

Este resultado abre la puerta a varias interpretaciones. Una es que exista redundancia entre
circuitos de la médula espinal dorsal, entendiendo que varios circuitos diferentes puedan ser
reclutados por el mismo tipo de estimulo, y que el reclutamiento de uno u otro sea un proceso
estocastico. Otra posible explicacién es que exista un Unico circuito para esa modalidad
sensorial, pero que presente una tasa de reestructuracion y renovacién tan alta que, en el
periodo de 7 dias, sufra grandes modificaciones. Ambos escenarios pueden darse al mismo
tiempo, teniendo en cuenta el alto grado de complejidad y plasticidad de un sistema como la
médula espinal, donde, ademas de haberse descrito numerosos procesos de reestructuracion
de circuitos (Tahayori y Koceja 2012; Bonin y De Koninck 2014), también se ha reportado la
migracion y maduracidn de neuronas inmaduras desde el canal central para pasar a integrar los
circuitos, especialmente, del asta dorsal (Shechter, Ziv, y Schwartz 2007; Rusanescu 2016). No
obstante, es necesario llevar a cabo mas experimentos para dilucidar esta cuestién. Un posible
abordaje es el registro in vivo de los circuitos espinales. Desde los experimentos pioneros del
grupo de Kerschensteiner en los que se logré la visualizacidn in vivo de axones fluorescentes y
su degeneracion tras lesion medular (Kerschensteiner et al. 2005), esta técnica ha evolucionado
hasta permitir la captura de imagenes de la médula espinal de ratones mientras se mueven
libremente (Shekhtmeyster et al. 2023). Esto se puede combinar con técnicas de optogenética,
que permiten estimular los circuitos a nivel de la neurona sensorial, la espinal o la descendente,
y con marcadores de los niveles del calcio intracelular, como el GCaMP6f, para estudiar los
circuitos que se activan tras la aplicacion de distintos estimulos y su evolucion a lo largo del
tiempo (Sekiguchi et al. 2016; Harding, Fung, y Bonin 2020). Algunos ejemplos de esto son los
trabajos de Ran y colaboradores y Sullivan y Sdrulla, en los que aplican diferentes estimulos
mecanicos y térmicos y miden los aumentos de calcio intracelular de las neuronas excitatorias e
inhibitorias de las capas superficiales de médula espinal (Ran, Kamalani, y Chen 2021; Sullivan y

Sdrulla 2022)
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5.5.1.2.  Resultados en condiciones de inflamacion

En condiciones inflamatorias, se observaron resultados similares a los que describimos en
condiciones fisioldgicas. Se indujo un primer “aTRAPamiento” mediante estimulacién con calor
(52 °C) en la fase temprana de la inflamacién y, 7 dias después, en una fase tardia de la
inflamacidn, se repitié la estimulacidn y se llevd a cabo la inmunohistoquimica para cFos. Al igual
que en la situacidn control, el marcaje de cFos fue mucho mas abundante que el de tdTomato,
y el grado de reactivacion fue muy reducido. Pero, lo que llama especialmente la atencion es
que el estimulo térmico doloroso en condiciones inflamatorias activé el mismo numero de
células del asta dorsal que en condiciones normales, a pesar de que los resultados de los
experimentos comportamentales dejan claro que el umbral térmico desciende notablemente
tras la administracién de CFA. Esta sensibilizacién, por tanto, no se debe a una expansién de la
poblacién de neuronas que se activan tras la aplicacion del estimulo térmico. Es posible que la
poblacién que recibe los “inputs” sea siempre la misma, pero en un proceso inflamatorio su
actividad sea mayor, lo que se traduce en el desarrollo de la hiperalgesia. En este sentido, son
varias las adaptaciones que pueden tener lugar a nivel central para facilitar la transmision de
informacidn nociceptiva térmica en condiciones inflamatorias. Entre ellas estan la activacién de
astrocitos y microglia espinales, involucrada en el desarrollo de la hiperalgesia térmica (Zhao
et al. 2015; Wang et al. 2023), los mecanismos de desinhibicion, por los que disminuye la
actividad inhibitoria que frenaria, en condiciones normales, la transmisién de dolor (Harvey et al.
2004), o la facilitacién sindptica sobre las neuronas de segundo orden, caracterizada por el
aumento de las corrientes postsindpticas excitatorias (Huang et al. 2019). Ademds de todos
estos mecanismos, se ha descrito también que la remodelacién de los circuitos que establecen
las interneuronas excitatorias entre si y con las neuronas de proyeccién contribuye al desarrollo
de la hiperalgesia mecanica. Por ejemplo, las poblaciones somatostatina positivas (SS5*), PKCy*y
calretinina positivas (CR*) parecen participar de este proceso (Christensen et al. 2016; Alba-
Delgado et al. 2018; Peirs et al. 2021). Para comprobar si alguno de estos mecanismos pudiera
estar teniendo lugar, se llevaron a cabo experimentos de electrofisiologia en rodajas de médula

espinal, cuyos resultados se discuten mas adelante.
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5.5.1.3.  Resultados tras estimulos térmicos de diferente intensidad

Si una segunda estimulacién de la misma naturaleza que la primera activa una poblacién
mayoritariamente diferente a ésta, no es de extraiar que, cuando el estimulo es diferente, el
porcentaje de co-localizacién entre tdTomato y cFos sea adn menor. Es lo que observamos
cuando “aTRAPamos” con un estimulo de calor nocivo y, unos dias después, inducimos una
inflamacidén periférica y aplicamos un estimulo de calor inocuo (42°C). Esta estimulacién no
nociva, en condiciones normales, induce la expresién de cFos en un bajo nimero de neuronas
del asta dorsal (Hunt et al. 1987; Abbadie et al. 1994). Sin embargo, encontramos que aplicar
esta estimulacion en el grupo inflamado induce una expresién mucho mayor. Estos resultados
corroboran estudios previos que mostraron un aumento significativo de la expresién de cFos en
la médula espinal dorsal ante estimulos mecanicos en modelos de dolor inflamatorio o
neuropatico, en comparacidn con una respuesta limitada en condiciones fisioldgicas (Molander,
Hongpaisan, y Persson 1994; Ma y Woolf 1996). El estimulo térmico de 42 'C, en el contexto
inflamatorio, produce respuestas nocifensivas similares a las que se observan con el estimulo
nocivo (52°C) (Shao 2023). Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, aunque el
efecto comportamental de ambos tipos de estimulos sea la misma conducta aversiva, los
circuitos que parecen integrar la informacion varian enormemente de unas condiciones a otras,
demostrando la diversidad de los circuitos espinales y su probable convergencia en centros

superiores.

Queremos resaltar varias limitaciones de nuestro estudio. La primera tiene que ver con la
propia herramienta TRAP pues, en este modelo, la recombinaciéon es una valoracién indirecta de
la expresidn de cFos, y su condicion binaria impide evaluar el nivel de expresion de esta proteina.
La segunda, que constituye uno de los objetivos futuros de este estudio, es que queda por
conocer la identidad molecular de esta poblacion (o poblaciones) que responde a altas
temperaturas en condiciones normales e inflamatorias. Son varias las estrategias que pueden
adoptarse en este sentido, siendo la inmunohistoquimica una de las mas accesibles. Existen
muchos anticuerpos comerciales dirigidos a reconocer los péptidos y proteinas que constituyen
los marcadores de subpoblaciones de interneuronas (Todd 2017). Otros, como los dirigidos
contra Lmx1b o Pax2, permiten diferenciar la poblacidn excitatoria e inhibitoria respectivamente
(Szabo et al. 2015; Larsson 2017). Estos dos ultimos anticuerpos se utilizaron en nuestros
experimentos, pero no funcionaron adecuadamente. Una alternativa es utilizar ratones

transgénicos donde estas poblaciones se marquen por algun reportero fluorescente, ya sea
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dependiente de recombinasas o incluido en un BAC (Chattopadhyaya et al. 2004; Browne et al.
2020), aunque se debe tener en cuenta la dificultad que presenta combinar estas herramientas
con el ratén TRAP, puesto que se deben generar ratones triples o cuadruples transgénicos que
incluyan todos los constructos deseados. Ademas de la inmunohistoquimica, el marcaje
permanente de neuronas permite su posterior caracterizacién molecular mediante varias
técnicas, como la hibridacion in situ, para la deteccidn de secuencias especificas de ARN en
rodajas de tejido (Zhi etal. 2022), o incluso una combinacidn entre hibridacién in situ e
inmunohistoquimica (Meng, Zhao, y Lao 2018). Las técnicas de secuenciacién de célula Unica,
por otro lado, permitirian elaborar un perfil transcriptémico de estas interneuronas en
diferentes condiciones (Haring et al. 2018), y técnicas novedosas, como la técnica TRAP (no debe
confundirse con el ratén TRAP; en este caso, corresponde a las siglas en inglés de Purificacién
por Afinidad de Ribosomas Traductores), pueden permitir caracterizar el traductoma (es decir,
los ARN mensajeros que no sélo se transcriben, sino que se también se traducen en proteinas)
de estas células (Das Gupta et al. 2021). La combinacidn de estas técnicas con el modelo TRAP2
permitiria conocer en detalle la identidad de esta y otras poblaciones espinales, facilitando asi
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas de manejo del dolor al identificar dianas
moleculares clave implicadas en la transmisién y modulacién de estas sefiales en condiciones

normales e inflamatorias.

5.5.2. Caracterizacion funcional de las neuronas espinales sensibles a
calor y sus adaptaciones en contextos inflamatorios

Lo que si nos permite la herramienta TRAP2 es conocer la identidad funcional de la poblacidn
que responde a calor y las modificaciones que sufre en contextos inflamatorios, gracias a su

capacidad de marcar permanentemente poblaciones activas.

5.5.2.1.  Modificaciones funcionales tras la inflamacion inducida por CFA

Se han descrito varios mecanismos mediante los cuales el CFA induce hipersensibilidad
térmica. Entre ellos, destaca el aumento de expresion de canales sensibles a calor como TRPV1
y TRPM3 en neuronas sensoriales (Shinoda et al. 2011; Kriigel et al. 2017), asi como de canales

de sodio dependientes de voltaje (Gould et al. 2004), provocando un aumento en la excitabilidad
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de estas neuronas (Duzhyy etal. 2021). Ademads, la inyeccidn periférica de CFA induce la
activacion en médula espinal de astrocitos y células microgliales, lo que aumenta la transmision
sindptica en el asta dorsal (Zhao et al. 2015; Lu et al. 2021; Wang et al. 2023). Pero, équé efecto
puede tener la inflamacidn inducida por CFA sobre las interneuronas del asta dorsal de la médula
espinal? Nuestros resultados muestran que la inflamacién no provoca cambios en el potencial
de reposo de las interneuronas del asta dorsal ni en su reobase, coincidiendo con resultados de
otros trabajos en modelos tanto neuropaticos como inflamatorios (Balasubramanyan et al.
2006; Kopach et al. 2023). De la misma manera, esos trabajos tampoco encuentran diferencias
en el patrdon de disparo de potenciales de accion tras la inyeccion de corriente entre los grupos
CFA y vehiculo. Lo que si se constata en esta tesis es un aumento en la frecuencia y la amplitud
de las corrientes postsinapticas excitatorias espontaneas (sEPSCs) sobre las neuronas de lamina
Il tras la inflamacidn con CFA. Este aumento del “input” sindptico excitatorio sobre estas
neuronas ya habia sido descrito previamente en modelos de dolor neuropatico
(Balasubramanyan et al. 2006; Chen et al. 2018), sin ser del todo claro en modelos inflamatorios:
mientras que algunos trabajos si observan un aumento de la frecuencia y amplitud de sEPSC en

[dmina Il (Kopach et al. 2015), otros ven restringido este efecto a ldmina | (Huang et al. 2019).

El glutamato es el neurotransmisor que liberan mayoritariamente los nociceptores en
médula espinal (Basbaum et al. 2009), y también las interneuronas excitatorias de esta region
(Todd 2010). Ya sea tras un dafo neuropatico o en un proceso inflamatorio, el aumento del input
excitatorio estd provocado por un aumento de la sefializacidon glutamatérgica (Sasaki, Tohda, y
Kuraishi 1998), cuya causa se ha atribuido a varios factores. Uno de ellos es el desequilibrio entre
liberacion y recaptacion de glutamato, que es retirado de la hendidura sindptica por los
astrocitos (Rothstein et al. 1996). De hecho, la sobreexpresién de transportadores de glutamato
que retiran el exceso de neurotransmisor atenua el desarrollo de la hipersensibilidad
inflamatoria (Maeda et al. 2008), y su inhibicién induce hiperalgesia y aumento de la amplitud y
duracién de los ESPCs (Weng, Chen, y Cata 2006). Otro factor es el aumento de expresion, trafico
y sensibilidad de los receptores de glutamato AMPA-R en las sinapsis establecidas por la terminal
periférica y la neurona espinal, lo que provoca un aumento de la actividad excitatoria sobre esta
ultima (Kopach et al. 2011; Chen et al. 2018; Kopach et al. 2023). De hecho, su bloqueo revierte
la hiperalgesia térmica y mecanica inducida por el CFA (Park et al. 2008; Kopach et al. 2023).
Ademas, juegan un papel importante los canales TRPV1 y TRPA1 presentes en el terminal
presinaptico. Su inhibicién a nivel de médula espinal reduce la actividad glutamatérgica de las
neuronas sensoriales sobre neuronas espinales reduciendo la hipersensibilidad inducida por

CFA, por lo que se postula que su activacion mediante agonistas enddgenos como la
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bradiquinina permite el mantenimiento de la hipersensibilidad térmica y mecanica inducida por
el CFA (Huang et al. 2019). En nuestro caso, la utilizacidon de bloqueantes o moduladores de los
receptores de glutamato y de los canales TRPA1y TRPV1 puede ser un abordaje interesante para

dilucidar esta cuestion.

5.5.2.2.  Identidad funcional de la poblacion de neuronas espinales
sensibles a calor

Las modificaciones inducidas por CFA en las neuronas del asta dorsal descritas
anteriormente se observaron tras agrupar los resultados obtenidos tanto en neuronas
tdTomato® como en tdTomato’, es decir, son modificaciones que se dan en neuronas del asta
dorsal independientemente de su sensibilidad al calor. De hecho, al segregar los resultados en
funcién de la expresion del marcador tdTomato, no se observé una diferencia significativa en la
frecuencia y amplitud de los sEPSCs (aunque si una tendencia) entre el grupo control y el grupo
CFA para ninguna de las dos poblaciones (tdTomato* y tdTomato’). Esto puede deberse a un
tamafio muestral demasiado pequefio, y sélo cuando se combinan ambas poblaciones se alcanza
un tamano muestral suficiente para observar diferencias significativas. Ademds, hay que tener
en cuenta una limitacién metodoldgica importante. Como se ha demostrado anteriormente, la
eficiencia del “aTRAPamiento” no es del 100 %, por lo que no podemos asegurar que una
neurona tdTomato™ sea insensible a calor. En las comparaciones que se muestran aqui, se toma
como poblacién sensible a calor el conjunto de neuronas tdTomato®, que constituyen una

fraccion de toda la poblacidn que se activa con este estimulo.

Separar los resultados obtenidos en poblaciones tdTomato* y tdTomato nos permite, por
otro lado, abordar la identificacidon funcional de la poblacién de neuronas del asta dorsal
sensibles a calor. Observamos que no hay diferencias en el potencial de membrana de reposo,
la reobase o el input excitatorio entre estas neuronas y las que presumiblemente no se activan
por calor nocivo. Sin embargo, si que se observa una tendencia clara en estas neuronas a
responder a la inyeccidn de corriente disparando potenciales de accién con un patrén ténico, en
condiciones tanto fisiolégicas como inflamatorias. Este patrdon de disparo, determinado por las
corrientes subumbrales de potasio y calcio activadas por voltaje (Browne et al. 2020), se ha
relacionado estrechamente con la naturaleza excitatoria o inhibitoria de las interneuronas
donde se presenta. Varios trabajos asignan a la mayoria de las neuronas inhibitorias un patrén

ténico (Punnakkal et al. 2014; Browne et al. 2020), debido en gran parte a la presencia en estas

162



células de corrientes retardadas rectificadoras de potasio. Estas corrientes se activan
rapidamente durante la fase ascendente del potencial de accién, resultando en una
repolarizacion rapida de la membrana, y se inactivan también rapidamente permitiendo los
subsiguientes disparos de potenciales de accién (Rudy y McBain 2001). Entre los canales que
conducen esas corrientes se encuentran los de la subfamilia Kv3, especialmente los formados
por las subunidades Kv3.1, Kv3.2 y Kv3.4 (Erisir et al. 1999; Baranauskas et al. 2003). Por otro
lado, los patrones de disparo inicial, retrasado y simple son mucho mas comunes en neuronas
excitatorias (Punnakkal et al. 2014; Browne et al. 2020), con corrientes de salida de potasio tipo
A que retrasan el disparo de potenciales de accion (Heinke et al. 2004; Hu y Gereau 2011; Sinha
et al. 2021). ¢Es posible que mas del 50% de las neuronas activadas por calor sean inhibitorias,
basandonos en los patrones de disparo observados? Es atrevido inferir la identidad molecular
de estas neuronas sélo en base a su patrén de disparo, pues ni el patréon ténico es exclusivo de
las inhibitorias ni el resto de patrones lo son de las excitatorias. Ademas, trabajos recientes
sugieren que la poblacion activada por calor nocivo es mayoritariamente excitatoria (Haring
et al. 2018; H. Wang et al. 2022). Sin embargo, en estos trabajos las herramientas y los tiempos
manejados son diferentes a las utilizadas en esta tesis. En el caso de Haring y colaboradores, el
marcador de actividad neuronal es el gen de expresidén inmediata temprana arc, mas selectivo
que cfos (Jiang y VanDongen 2021), y quiza sesgado hacia circuitos monosinapticos en los que

las interneuronas inhibitorias pierden protagonismo (Haring et al. 2018).

Por otro lado, Wang y colaboradores si utilizan un ratdn transgénico con un reportero
dependiente de cfos. Este ultimo trabajo es muy interesante, porque explora la identidad de las
interneuronas del asta dorsal sensibles a calor e identifica una poblacién, la de las interneuronas
excitatorias que expresan la tirosina quinasa ErbB4, como una de las mas importantes en el
procesamiento de esta modalidad sensorial (H. Wang et al. 2022). Sin embargo, otros trabajos
apuntan en otra direccidn, localizando ErbB4 principalmente en interneuronas inhibitorias
positivas para parvalbumina (PV*) tanto en el hipocampo (Yin et al. 2013) como en médula
espinal (Yu et al. 2021), donde su activacion participa en la internalizacion de receptores AMPA
en esas células PV*. Esto disminuye su actividad inhibitoria, provocando alodinia mecdnica en
modelos de dolor neuropdtico pero, curiosa y contrariamente a lo apuntado por Wang vy
colaboradores, sin afectar a la sensibilidad térmica (Yu et al. 2021). En resumen, es posible que
entre las neuronas que “aTRAPamos” se encuentren las mencionadas ErbB4*, pero se requieren

mas experimentos que esclarezcan la naturaleza molecular y bioquimica de estos circuitos.
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6. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS
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Las neuronas sensoriales que expresan el canal nociceptivo TRPA1 se expresan en los

ganglios raquideos y vagales, inervando érganos internos y externos.

Las neuronas TRPAl1l* de los ganglios raquideos expresan predominantemente
marcadores de nociceptores no peptidérgicos y sus terminales centrales penetran en la

médula espinal hasta la porcién interna de la lamina Il.

El ratdon transgénico TRPA1-ChR2-EYFP permite el estudio de una porcidn de esta
poblacién neuronal y su activacién selectiva in vivo, al expresar el constructo ChR2-EYFP
Unicamente en neuronas TRPA1". La activacidn selectiva de esta poblacidn neuronal en

la pata del ratdn origina comportamientos aversivos.

El ratdon transgénico TRAP2 cruzado con el reportero tdTomato permite el marcaje o
“aTRAPamiento” permanente de una parte de la poblacidn total de neuronas espinales

gue se activa tras la aplicacién de un estimulo nocivo periférico.

Los circuitos espinales que integran la informacién nociva térmica son diferentes si la
estimulacién se aplica en diferentes puntos temporales, y esta poblacién de neuronas

espinales no aumenta en condiciones inflamatorias.

La informacidn térmica inocua, percibida como tal en el ambiente fisioldgico y como un
estimulo nocivo (alodinia) en el ambiente inflamatorio, es integrada por circuitos
diferentes a los que intervienen durante la codificacion de la informacién nociva aguda

en la médula espinal.

La inflamacidn periférica con CFA induce un aumento en la frecuencia y amplitud de las
corrientes excitatorias postsindpticas espontdneas sobre las neuronas espinales de las

[dminas superficiales.

La poblacidn de neuronas espinales reclutada por un estimulo térmico nocivo dispara

potenciales de accion con un patrén predominantemente tdnico.
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Sensory neurons expressing the nociceptive TRPA1 channel are located in dorsal root

and vagal ganglia, innervating both internal and external organs.

TRPA1* neurons in dorsal root ganglia predominantly express non-peptidergic
nociceptor markers, and their central terminals extend into the spinal cord, reaching the

inner portion of lamina Il.

The TRPA1-ChR2-EYFP transgenic mouse allows the study of a subset of this neuronal
population and its selective activation in vivo by expressing the ChR2-EYFP construct
exclusively in TRPAL1* neurons. Selective activation of this neuronal population in the

mouse paw triggers aversive behaviors.

The TRAP2 transgenic mouse crossed with the tdTomato reporter enables the labeling
or permanent “TRAPping” of a portion of the total population of spinal neurons

activated following the application of a peripheral nociceptive stimulus.

Spinal circuits integrating thermal nociceptive information differ depending on the
temporal point of stimulation, and this population of spinal neurons does not increase

under inflammatory conditions.

Innocuous thermal information, perceived as such in a physiological environment but as
a nociceptive stimulus (allodynia) in an inflammatory environment, is integrated by
circuits distinct from those involved in the encoding of acute nociceptive information in

the spinal cord.

Peripheral inflammation induced by CFA leads to an increase in the frequency and

amplitude of spontaneous excitatory postsynaptic currents in superficial spinal neurons.

The population of spinal neurons recruited by a nociceptive thermal stimulus fires action

potentials in a predominantly tonic pattern.
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Abstract: TRPMS is a non-selective cation channel expressed in primary sensory neurons and other
tissues, including the prostate and urothelium. Its participation in different physiological and
pathological processes such as thermoregulation, pain, itch, inflammation and cancer has been
widely described, making it a promising target for therapeutic approaches. The detection and
quantification of TRPMS8 seems crucial for advancing the knowledge of the mechanisms underlying
its role in these pathophysiological conditions. Antibody-based techniques are commonly used for
protein detection and quantification, although their performance with many ion channels, including
TRPMS, is suboptimal. Thus, the search for reliable antibodies is of utmost importance. In this study,
we characterized the performance of six TRPM8 commercial antibodies in three immunodetection
techniques: Western blot, immunocytochemistry and immunohistochemistry. Different outcomes
were obtained for the tested antibodies; two of them proved to be successful in detecting TRPMS in
the three approaches while, in the conditions tested, the other four were acceptable only for specific
techniques. Considering our results, we offer some insight into the usefulness of these antibodies for
the detection of TRPMS8 depending on the methodology of choice.

Keywords: TRPMS; Western blot; immunocytochemistry; immunohistochemistry

1. Introduction

The detection of environmental temperatures is one of the critical functions of the
somatosensory system. Transient Receptor Potential Melastatin 8 (TRPMS) is a non-selective
cation channel that permeates divalent (Ca?*) and monovalent (Na*, K*) cations [1,2]. It
is a polymodal channel that can integrate different physical and chemical stimuli, being
activated by mild cold and different natural and synthetic cooling compounds such as
menthol, WS-12 [3] and icilin [4]. In addition, its activity is modulated by intracellular
signaling molecules such as Ca2* and PIP, [5-7].

TRPMS is preferentially expressed in Ad and C-fibers innervating the skin where it
acts as a mild cold temperature transducer [8]. The depolarization of cold thermoreceptor
endings generates trains of action potentials that travel from the periphery towards the
cell body in the dorsal root (DRG) or trigeminal ganglia (TG), connecting with dorsal horn
interneurons and to other brain regions (e.g., hypothalamus, cortex) where ultimately cold
perception occurs and behavioral and autonomic thermoregulatory responses are triggered.

TRPMS is also expressed in other surface tissues such as the cornea, where it par-
ticipates in the regulation of the humidity of the eye surface by the detection of the tear
osmolality. The activation of corneal TRPM8+ endings triggers basal tearing and blinking,
and its malfunction is implicated in the mechanisms of dry eye disease (DED) [9-13].

The expression of TRPMS has also been described in tissues that are not exposed to
the environment such as the brown adipose tissue where it has a role in thermogenesis
and high-fat diet-induced obesity [14], intestinal epithelium associated with irritable bowel
syndrome (IBS) and colitis [15-17], and the bladder associated with cooling-reflex, urinary
urgency, overactive bladder and painful bladder syndrome [18-21]. Recently, TRPMS8
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expression has been detected in some brain regions (hypothalamus, septum, thalamus)
and the retina, suggesting a role of this channel in thermal regulation and circadian con-
trol [22,23]. Additionally, TRPMS is also expressed in prostate cancer cells. Some studies
suggest a role of this channel in cell proliferation, whereas other findings suggest its
participation in the reduction in metastatic processes in the prostate [24].

The important physiological role of TRPMS, as well as its involvement in different
pathophysiological conditions (prostate cancer, migraine, obesity, cold pain, itch, inflam-
mation), makes this channel an important target for different studies. Currently, multiple
techniques are routinely used to assess TRPMS function. They include electrophysiological
recordings and calcium imaging. Various mouse models are also available, including
reporter and KO mice. In particular, reporter mice have been extremely useful in character-
izing the expression pattern of TRPMS in the mouse peripheral and central nervous sys-
tem [22,25,26]. These studies, together with previous in situ hybridization techniques [27],
indicate that TRPMS is expressed in a small subpopulation of adult TG and DRG sensory
neurons, and shows a restricted expression in the brain as well. In other species, the lack of
reporter animals obliges the use of alternative techniques, such as immunofluorescence
and Western blot (WB), to quantify TRPMS8 expression.

However, while immunofluorescence and WB are antibody-based mainstream tech-
niques for protein visualization and quantification, the use of antibodies to characterize
the expression of TRPMS8 and other TRP channels remains problematic [28]. There are
many commercially available antibodies but their performance in different techniques
such as WB, immunocytochemistry (ICC) and immunohistochemistry (IHC) varies from
acceptable to very poor, with many antibodies showing low specificity. To our knowledge,
no systematic profiling of commercial antibodies against TRPMS has been reported so far.
Here, we validated six commercial TRPMS8 antibodies for their use in WB, ICC and IHC,
using different methodologies and following standard procedures. First, mouse TRPMS8
fused to the fluorescent protein EYFP (mTRPMS8-EYFP) was expressed in HEK-293 cells.
ICC was performed in fixed cells testing the performance of the antibodies under TRPMS8
overexpression conditions. In parallel, cell lysates were subjected to WB analysis with each
of the tested antibodies using manufacturer-recommended dilutions. Finally, the antibodies
were tested against native TRPMS, using DRG sensory neurons from a transgenic mouse
line that specifically labels TRPM8+ neurons with EYFP. To confirm their specificity, the
antibodies that performed best in DRG ICC and IHC were further validated using a TRPM8
KO mouse.

2. Results

Six commercially available antibodies against TRPM8 were characterized in this study
and summarized in Table 2 in the Material and Methods Section. At present, five of them
are still available, and one has been discontinued (Origenel). All antibodies were designed
against human TRPMS8 but have reported cross-species reactivity with mouse and rat. As
detailed in Table 2, two antibodies were polyclonal and four were monoclonal. The majority
are directed against the extracellular domains of TRPMS (although the exact region was
only provided for Alomone) while Origene2 epitope is located in the N-terminal domain.

2.1. All Tested Antibodies Specifically Label Mouse TRPMS8 Owverexpressed in HEK-293 Cells

Cultured HEK-293 cells transfected with mTRPMS8-EYFP were used to assess the
suitability of each antibody in detecting overexpressed mTRPMS8 by immunocytochemistry
(ICC). EYFP fluorescence was used to identify transfected cells expressing TRPMS. First of
all, using calcium imaging, we confirmed that EYFP+ HEK-293 cells responded to TRPMS8
agonists such as mild cold stimuli (~18-20 °C) and 10 uM WS-12, while EYFP— cells did
not (Figure 1). Only cells that responded to 50 M Carbachol, a compound that activates
endogenous muscarinic receptors in HEK-293 cells [29], were included in the analysis.
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Figure 1. Calcium imaging in HEK-293 cells transiently overexpressing mTRPMS-EYFP. (A) Repre-
sentative traces of calcium transients evoked by mild cold (~18-20 °C), WS-12 (10 pM) and Carbachol
(50 uM) in both EYFP+ and EYFP— cells. Traces corresponding to individual cells are shown in grey.
Colored traces represent averages of the respective individual traces. (B) Proportion of EYFP+ and
EYFP— cells responding to cold and WS-12. n = 506 cells; 2 independent experiments.

For mTRPMS detection in ICC, we used two dilutions of each antibody in the range
recommended by the vendors (1:500 or 1:200). All antibodies showed a clear co-localization
of EYFP and mTRPMS8 immunostaining (Figure 2A-F), indicating that the six antibodies
are successfully detecting high levels of mMTRPMS protein. Notice the fluorescence punc-
tate pattern typical of TRPMS8 overexpression [30-32], both for the EYFP and antibody
signal, further confirming antibody specificity (Figure S1). No TRPMS8 immunostaining
was found in neighboring EYFP— (i.e., non-transfected) cells, showing that none of the
antibodies displayed any confounding unspecific staining. To compare the performance
of the different antibodies, a specificity ratio (SR) (see Methods) was calculated for each
dilution (Figure 2A-F, box plots). In general, the SR was similar with both dilutions or
higher with 1:200 (ECM2 and Origene2), with the exception of ECM1, in which the higher
dilution (1:500) showed a higher SR. In other words, ECM1 seems to work better when
more diluted.

As shown in Figure 2G, the six antibodies have an SR significantly higher than the
corresponding control without primary antibody (SR > 1, meaning that the antibody
fluorescence signal is higher for TRPM8+ than for TRPM8— cells). However, SRs calculated
using ECM1 and Origenel were almost two-fold higher than with the other antibodies.



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 16164 40f19

A Alomone
i . 6 101
| Re] Ke)
4 4
EYFP >al 254
;,‘:_’ 3 £ 5 .
. 3 S S H
[0 [0 &P
* & & éa =
0- ol——
EYFP+ 1:500 1:200 1:500 1:200
C Origenel D ECM2
104 4
Ke) 2
© ©
4 1’4
> >
5 5 ©
5 S
[ (]
(o} Q.
%) )
1 ] 3 (1] S—
1:500 1:200 1:500 1:200
F Origene?2
41 154
2 kel
& 8 10-
>
g2 s :
8 § 5_ ;
o Q. i
& 5 |k "
1:500 1:200 "1:500 1:200
G 4 1:500
o |M1:200 *kk
*(-6 3_ *kk
(14
...2’ 1 - ok
:(:) 2— ****** ooy ****** e *kk
s
8 14
7] I l
0 NS N N N & > y% &
6\0 Q§§ Q,(\QJ ’560 C)§§ 0® Q,°® &
?\0 < O.‘\Q & < < O‘\\Q‘ &>

Figure 2. Immunocytochemistry of mTRPMS in transfected HEK-293 cells. (A-F left) Confocal images
of mMTRPMS-EYFP transiently expressed in HEK-293 cells. EYFP (green), TRPMS8 antibody (red) and
Hoechst staining (blue). Merge images correspond to the overlap of the three fluorescent signals plus
the bright field image. Scale bar: 30 um. (A-F right) Box plots represent the specificity ratio (SR)
for each dilution of the respective antibody. Each dot corresponds to an individual EYFP+ cell. Box
contains the 25th to 75th percentiles. Whiskers mark the 5th and 95th percentiles. The line inside
the box denotes the median and the black dot represents the mean. (*** p < 0.001, Mann-Whitney
test). (G) Bar histogram summarizing the SR mean + SEM of each TRPMS8 antibody and the controls
without primary antibody (xRabbit or xMouse secondary antibodies alone). Dashed line indicates
SR =1. (* p < 0.001, Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post hoc test vs. «Rabbit or xMouse). For
each antibody and dilution, n > 270 cells; 4 fields from 2 independent transfections.
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2.2. Not All Antibodies Detect mTRPMS in Western Blotting

Cell lysates from HEK-293 cells transfected with mTRPMS8-EYFP were used to ex-
amine whether the mentioned antibodies were able to detect mTRPMS8 in Western blot
(WB) (Figure 3A-F). A band with a molecular size around 160 kDa (black arrowheads),
corresponding to the expected size of mMTRPMS-EYFP, was detected by ECM1, Origenel
and Origene2. However, this band was not detected by Alomone, ECM2 or ECM3, even
though EYFP immunoblotting revealed the presence of mTRPMS-EYFP in the sample
(green arrowheads).
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Figure 3. Western blot analysis for TRPMS8 antibodies specificity. (A-F) TRPM8 immunoblots
using (A) Alomone (B) ECM1, (C) Origenel, (D) ECM2, (E) ECM3 or (F) Origene2 antibodies. (—)
lanes: untransfected HEK-293 cells, (+) lanes: HEK-293 cells transfected with mTRPMS8-EYFP. Left:
Immunoblot with each TRPMS antibody. Right-top: EYFP immunoblotting on the same membrane.
Right-bottom: GAPDH loading control. Black arrowheads indicate mTRPMS8-EYFP bands revealed
with antiTRPMS antibody. Green arrowheads indicate mTRPMS8-EYFP bands revealed with anti-GFP
antibody. Red arrowheads indicate GAPDH bands. All blots were repeated at least 3 times to exclude
a technical artefact when no anti-TRPMS signal was observed. For each replicate, the same lysate was
used for all antibodies.
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The antibody concentrations used did not seem to have an important effect in their
SR, with the exception of Alomone and ECM1, which showed a higher SR with 1:500 di-
lution (Figure 5A-F, box plots). Comparing the SR of each antibody versus the control (no
primary antibody) (Figure 5G), we observed that ECM1 and Origenel have a substantially
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Figure 5. Immunocytochemistry of endogenous TRPMS in cultured DRG cells from the Trpm8BAC-
EYFP* mouse. (A-F left) Confocal images of TRPM8+ sensory neurons. EYFP (green), TRPMS8
antibody (red) and BIII-Tubulin (grey). Scale bar: 50 um. (A-F right) Box plots represent specificity
ratio (SR) for each dilution of the respective antibody. Each dot corresponds to an individual EYFP+
cell. Box contains the 25th to 75th percentiles. Whiskers mark the 5th and 95th percentiles. The
line inside the box denotes the median and the black dot represents the mean (* p < 0.05, ** p < 0.01,
Mann-Whitney test). (G) Bar histogram summarizing the SR mean £ SEM of each TRPMS8 antibody
and the controls without primary antibody (xRabbit or «Mouse secondary antibodies alone). Dashed
line indicates SR =1 (* p < 0.05, ** p < 0.01, Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post hoc test vs.
aRabbit or «Mouse). n = at least 20 cells; 4 pictures from 2 mice for each antibody and dilution.
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The antibody concentrations used did not seem to have an important effect in their SR,
with the exception of Alomone and ECM1, which showed a higher SR with 1:500 dilution
(Figure 5A-F, box plots). Comparing the SR of each antibody versus the control (no primary
antibody) (Figure 5G), we observed that ECM1 and Origenel have a substantially higher
ratio, suggesting good specificity. Origene2 SR is slightly higher than the control, indicating
that this antibody also shows some specificity for TRPMS in the conditions used.

Endogenous protein expression is more commonly assessed with IHC than with ICC,
as the sample is more easily acquired and the tissue structure is preserved. However, other
challenges arise such as epitope accessibility and masking [34,35]. We tested all six antibod-
ies in the IHC of mouse DRG slices. Initially, citrate antigen retrieval was used, but neither
antibody worked properly; subsequent IHCs were performed in the absence of antigen
retrieval. The same two dilutions (1:500 and 1:200) were used, without any significant
difference in the SR between them (Figure 6A-F, box plots). Similar to the ICCs, only ECM1
and Origenel showed staining restricted to the bright EYFP+ neurons and distinguishable
from the unspecific signal (Figure 6B,C). Alike the ICC results, Alomone marked all cells
unspecifically (Figure 6A), and ECM2 and ECM3 produced an unspecific staining pattern
similar to the staining observed in the secondary antibody alone (Figures 6D,E and S2).
In addition, some EYFP— cells were strongly labelled after ECM2 incubation. With Ori-
gene2, the EYFP+ cells were immunostained, but a fraction of the EYFP— cells was also
unspecifically labeled.

The SR comparison among the different antibodies is shown in Figure 6G: only ECM1
(1:200 dilution) and Origenel have an SR different from the control without primary antibody.

2.4. KO Validation of TRPMS8 Antibody Specificity in KO Animals

Knockout cells provide the best negative control in antibody validation [36]. Both the
ICC and IHC results suggest that only the ECM1 and Origenel antibodies perform well
in detecting the endogenous expression of mMTRPMS. To validate the specificity of these
two antibodies, both ICC and IHC were repeated using DRG-cultured cells and slices from
TRPMS KO mice (Trpm8ECFES; B6;129S1(FVB)-Trpm8!™ 14t /1) [25] that express farnesylated
EGFP instead of TRPMS (i.e., EGFP marks neurons that should have expressed TRPMS).
Using either ECM1 or Origenel, specific antibody fluorescence was absent in the EGFP+
cells of the TRPMS8 KO mouse (Figures 7 and S3). An unspecific signal was detected in some
EGFP- cells (Figure 7A-D), albeit with a different fluorescence distribution and dimmer
intensity than in EYFP+ cells in the TRPMS reporter mouse (TrpmSBAC—EYFP+) (Figure S3).
Furthermore, the SR for both antibodies was significantly higher in the reporter mouse
compared to the TRPMS8 KO, both in ICC and IHC (Figure 7E,F).
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Figure 6. Inmunohistochemistry of endogenous TRPMS in DRG slices from the Trpm8BAC-EYFP*
mouse. (A-F left) Confocal images of TRPM8+ sensory neurons. EYFP (green), TRPMS antibody
(red) and BIII-Tubulin (grey). Scale bar: 50 um. (A-F right) Box plots represent specificity ratio (SR)

for each dilution of the respective antibody. Each dot corresponds to an individual EYFP+ cell. Box
contains the 25th to 75th percentiles. Whiskers mark the 5th and 95th percentiles. The line inside
the box denotes the median and the black dot represents the mean. (Differences among dilutions
were not significant, Mann-Whitney test). (G) Bar histogram summarizing the SR mean + SEM of
each TRPMS antibody and the controls without primary antibody («Rabbit or xMouse secondary
antibodies alone). Dashed line indicates SR = 1. (* p < 0.05, ** p < 0.01, Kruskal-Wallis followed by
Dunn s post hoc test vs. aRabbit or xMouse). n = at least 18 cells; 4 images from 2 mice for each

antibody and dilution.
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Figure 7. Inmunofluorescence of endogenous TRPMS8 in DRG cells and slices from the TRPM8 KO
mouse. (A,C) Immunocytochemistry. (B,D) Immunohistochemistry. (A-D left) Confocal images
of TRPMS KO (Trpm8ECETf; B6;129S1(FVB)-Trpm8!™1Apat /T) sensory neurons. EGFP (green), TRPMS8
antibody (red) and BIII-Tubulin (grey). Scale bar: 50 pm. (A-D right) Box plots represent specificity
ratio (SR) for each dilution of the respective antibody. Each dot corresponds to an individual EGFP+
cell. Box contains the 25th to 75th percentiles. Whiskers mark the 5th and 95th percentiles. The line
inside the box denotes the median and the black dot represents the mean (** p < 0.01, Mann-Whitney
test). (E,F) Bar histograms summarizing the SR mean + SEM of each TRPMS antibody in the KO and
the reporter (TrpmSBAC-EYFP+, named M8-EYFP in the figure) mouse in ICC (E) and IHC (F). Dashed
line indicates mean SR for the control without primary antibody (** p < 0.01, Mann-Whitney test). n
= at least 22 cells; 4 pictures from 2 mice for each antibody and dilution.

3. Discussion

The use of antibodies to quantify the level or expression pattern of antigens (e.g., pro-
teins) is one of the most popular and valuable techniques in cell biology. It is common
knowledge that the performance of many antibodies is substandard, with low sensitivity
and poor specificity [36]. Unfortunately, very often, negative results are not reported in the
literature. In other cases, antibody specificity is not assessed critically, which could lead to
the erroneous interpretation of the results. Thus, the proper characterization of antibodies
is of utmost importance [36,37].

Our main aim was to compare the performance of six commercial TRPMS antibodies
in Western blot (WB), immunocytochemistry (ICC) and immunohistochemistry (IHC).
Our results provide useful hints for choosing the most adequate antibodies for different
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TRPMS protein detection techniques. In our hands, the six antibodies analyzed show
diverse suitability for each technique and expression system. According to the respective
manufacturers, all six antibodies should work for WB. However, using their recommended
dilutions, only three of them yielded satisfactory results for our standards. Interestingly,
the Alomone antibody has been widely used for WB [38—40], but in our conditions, it
did not work properly. However, in many of these articles, the antibody dilution was
lower than recommended, and the reported TRPMS8 bands were dubious and/or no full
membrane/molecular weight markers were shown, making it difficult to rule out the
presence of unspecific bands or cross-detection. In some cases, the reference to the antibody
used was not clear; we could not rule out that it was a different antibody from the one
we tested. Additionally, some studies targeted human TRPMS [41,42], and we used the
mouse ortholog instead. The Alomone antibody immunogen is publicly known (Table 2); it
comprises 13 residues of human TRPMS, from which two are different in human and mouse.
This may explain the discrepancy between the results of this work and what others reported
with human TRPMS8. ECM2 and ECM3 also failed to produce a good WB signal. In one of
the replicates with ECM2, we detected a faint band of a molecular weight compatible with
TRPMS, but it is also present in the lysate from non-transfected cells, thus questioning its
specificity. Many other unspecific bands of different molecular weights were also detected
(data not shown), so special caution has to be taken if using this antibody for WB. At the
time of preparing this manuscript, to our knowledge, no published work references either
ECM2 or ECM3 for WB. Interestingly, both ECM2 and ECM3, as well as Alomone, worked
well in the ICC of mTRPMS transfected HEK-293 cells, suggesting that they are in fact able
to bind to mTRPMS. The discrepancy observed between WB and ICC could be explained
by the fact that cell lysis and denaturing conditions used in WB may make the epitope
less accessible to the antibody paratope. For those reasons, a potential use of these three
antibodies for WB after improving conditions cannot be excluded.

ECM]1, Origenel and Origene2 produced consistently good results for WB and ICC in
a TRPMS overexpression system, indicating that, at least in the conditions of this study, they
can be confidently used for both techniques. Limited literature references Origenel [43].
No previous WB records have been found for ECM1 or Origene2, making this study the
first to show their appropriateness for WB.

Proteins are differentially expressed in heterologous and endogenous systems, being
generally more abundant in the former. Endogenous TRPMS8 detection was more chal-
lenging, and only ECM1 and Origenel worked well both in dorsal root ganglion (DRG)
ICC and IHC. We cannot give a firm judgement about Origene2, as the immunostaining in
DRG ICC was ambiguous. An additional consideration with Origene? is that it was raised
in mouse, and thus the anti-mouse secondary antibody could bind to immunoglobulins
present in the mouse DRG, distorting the interpretation of the results (Figure S2). Testing
this antibody in human samples could help in resolving this issue. These results, together
with its good performance in the WB and ICC of HEK-293 cells, suggest that Origene2
could potentially be a good antibody for endogenous TRPMS8 detection after adjusting
experimental protocols.

In our hands, Alomone, ECM2 and ECM3 did not have enough sensitivity and/or
specificity to detect endogenous TRPMS, at least with the conventional conditions we used.
There is abundant literature using Alomone antibody for the detection of endogenous
TRPMS by ICC and/or IHC in different tissues [39,44-48]. However, in many of the pub-
lished figures, the staining pattern was not consistent with the known restricted expression
of TRPMS [31,49]. In many cases, all cells seem to be stained with fluorescence evenly
spread across the entire cell. In contrast, the fluorescence we see with antibodies that we
consider good (ECM1 and Origenel) is distributed in a punctate pattern (Figure S1). More-
over, in some studies, this antibody marks almost all cells subjected to immunochemistry.
This is inconsistent with the known expression pattern of TRPMS8 in DRG neurons, which
is restricted to a small subpopulation of about 10-15 % cells. In light of our results, we
believe that caution should be taken interpreting the immunofluorescence signal from those
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studies. Similar to the reasons proposed for WB, we cannot exclude that this antibody
could perform better in human tissue or in different experimental conditions.

Our data lead us to suggest the use of ECM1, Origenel and Origene2 for WB and
ECM1 and Origenel for the immunochemistry of endogenous TRPMS. A brief comparison
of the performance of the tested antibodies with the different methodologies is shown in
Table 1.

Table 1. Antibody performance with the different techniques used in this study. — poor, + regular, ++
good, +++ excellent.

HEK-293 + TRPMS-EYFP Mouse DRG

Antibody Host WB ICC ICC IHC
Alomone Rabbit - ++ _ _

ECM1 Rabbit +++ +4++ ++ ++
Origenel Rabbit +++ +++ +++ +++

ECM2 Mouse — ++ _ _

ECM3 Mouse - ++ _ _
Origene2 Mouse +++ ++ + —

Origenel has been discontinued. According to the available information, it seems to
come from the same clone (EPR4196(2)) as Abcam ab109308 (also discontinued) that has
been used with good results for WB and IHC [49-51]. We think that Abcam antibody could
still be available in many labs and could be a good alternative for TRPMS detection.

Limitations of the Study

Variations in immunodetection protocols result in countless procedures in the litera-
ture. The variables include fixation, sample preparation and tissue processing, antibody
concentration, antigen retrieval, permeabilization, the blocking of non-specific sites, signal
amplification, detection method and others [52]. There is no generic protocol for immuno-
labeling. We standardized the labeling procedure for the six antibodies tested but did not
perform an in-depth exploration of the protocol space. It is perfectly feasible that other
conditions would have resulted in better results with some of the antibodies tested. Various
online resources provide useful tips on step-by-step guides for staining optimization.

4. Materials and Methods
4.1. Animals

All experimental procedures were performed in accordance with the Spanish Royal
Decree 53/2013 and the European Community Council Directive 2010/63/EU. Adult mice
(2-4 months old) of either sex were used. The mice were housed in a temperature-controlled
room (21 °C) on a 12 h light/dark cycle, with access to food and water ad libitum.

Mouse Lines

Trpm8BAC-EYFP* BAC transgenic line was generated in our laboratory: enhanced
yellow fluorescent protein (EYFP) is expressed under the promoter of TRPMS [33].

Trpm8ECFTY; B6;129S1(FVB)-Trpm8'™4r /T was obtained from Ardem Patapoutian
(Scripps Research Institute) and expresses enhanced green fluorescent protein (EGFP) after
the TRPMS start codon; homozygous mice are null for TRPMS [25]. The lox-P flanked
neomycin cassette introduced in the Trpm8 locus during the generation of the transgene
was removed to enhance GFP expression [53]. The genotype of all mice was confirmed
by PCR.
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4.2. Cell Line Culture and Transfection

The HEK-293 cell line was obtained from ECACC (Salisbury, UK). Cells were main-
tained at 37 °C, 5% CO2 in DMEM medium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% penicillin/streptomycin. Twenty-four
hours before transfection, the cells were seeded on 6-well plates. For ICC, the wells were
filled with poly-L-lysine (0.01%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) treated 6 mm di-
ameter #0 glass coverslips. The cells were transfected with mTRPMS8-EYFP (mTRPMS8
fused with EYFP at its C-terminus) [54] using a LipofectamineTM 2000 (Thermo Fisher
Scientific). In total, 3 pg DNA and 3 pL Lipofectamine in 300 pL. Optimem (Thermo Fisher
Scientific) were used per well containing 700 uL. DMEM. Then, 2448 h post-transfection,
mTRPMS-EYFP expression was monitored with an epifluorescence microscope, and the
cells were either lysated (for WB) or fixed in 4% PFA (for ICC).

4.3. Mouse DRG Extraction and Neuronal Culture

Mouse DRG neurons were extracted and dissociated as previously described [55].
Briefly, the mice were euthanized by cervical dislocation. The spinal cord was removed and
2040 DRGs were dissected and washed in cold HBSS solution (Thermo Fisher Scientific).
For IHC, whole ganglia were directly fixed for 2 h in 4 % PFA. For ICC, ganglia were then in-
cubated in 900 U/mL type XI collagenase (Sigma-Aldrich) and 5.46 U/mL dispase (Thermo
Fisher Scientific) for 45 min at 37 °C in 5% CO,;. After enzymatic treatment, the ganglia
were mechanically dissociated using fire-polished glass pipettes in calcium-free solution
containing HBSS (Thermo Fisher Scientific), 1% MEM-Vit (Thermo Fisher Scientific), 10%
fetal bovine serum (Thermo Fisher Scientific) and 100 mg/mL penicillin/streptomycin.
The cell suspension was centrifuged, and the pellet was resuspended in culture medium
containing: MEM (Thermo Fisher Scientific), 1% MEM-Vit (Thermo Fisher Scientific), 10%
fetal bovine serum (Thermo Fisher Scientific) and 100 mg/mL penicillin/streptomycin.
The cells were then seeded onto 6 mm diameter glass coverslips previously coated with
0.01% poly-L-lysine (Sigma-Aldrich, St. Louis). Twenty-four hours after seeding, the cells
were subjected to calcium imaging or fixed for 10 min in 4%PFA.

4.4. Calcium Microfluorometry

A Fura2-AM calcium indicator (Thermo Fisher Scientific) was used for ratiometric
calcium imaging experiments. The cells were loaded with 5 uM Fura2-AM and 400 ng/mL
Pluronic F-127 (Thermo Fisher Scientific) in control external solution for 45 min at 37 °C in
5% CO2. The coverslips containing the cells were placed in a low volume chamber mounted
on an inverted microscope (Leica DMI3000B, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) and
continuously perfused with fresh solution at a rate of ~Iml/min. The Fura2-AM was
excited at 340 and 380 nm with a Lambda 10-2 filter wheel and a Lambda LS xenon arc
lamp (Sutter Instruments, Novato, CA, USA). Emission fluorescence was filtered with a
510 nm long-pass filter. Images were acquired with an Orca ER CCD camera (Hamamatsu
Photonics, Hamamatsu, Japan) at a frequency of 0.33 Hz and analyzed with MetaFluor
software (Molecular Devices, San Jose, CA, USA). Cytosolic calcium increases are presented
as the ratio of emission intensities after sequential excitation at 340 and 380 nm (F340/F380).
Measurements of the HEK293-cells and DRG neurons were performed at 32-34 °C using a
homemade water-cooled Peltier system controlled by a temperature feedback device.

4.5. Western Blot

All WB experiments were performed on samples obtained from HEK-293 cells trans-
fected with mTRPMS-EYFP. The cells were harvested 48 h after transfection, centrifuged
at 800x ¢ 10 min and washed with cold PBS twice. The pellets were lysed (Buffer Lysis:
50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 120 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.5 % Nonidet P-40 with phos-
phatase, and protease inhibitors (cOmplete Mini, Roche)). The cell lysates were sonicated
for 10 min at 4 °C and centrifuged at 10,000 g for 15 min at 4 °C. The protein amount was
quantified (Pierce TM BCA Protein Assay Kit, (Thermo Fisher Scientific), and the samples
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were diluted with loading buffer (10% sodium dodecyl sulfate, 312.5 mM Tris-HCl pH
6.8, 50% glycerol and 0.05% bromophenol blue). The protein samples were subjected to
SDS-PAGE (15 pug per lane) and blotted onto Protran Nitrocellulose Membrane—Whatman
(GE Healthcare Life Science, Chicago, IL, USA). The membranes were blocked with block-
ing solution (5% powdered milk in TBST: Tris-buffered saline with 0.05% Tween-20) and
incubated overnight at 4 °C with the respective anti-TRPMS primary antibodies (see Ta-
ble 1). Subsequently, membranes were washed with TBST, incubated with horseradish
peroxidase (HRP) conjugated secondary antibody and developed with ECLplus (Thermo
Fisher Scientific) and imaged in an Amersham Imager 680 device. After several washes
with TBST, membranes were incubated overnight at 4 °C with anti-GFP (1:1000) and anti-
GAPDH (1:5000) antibodies, developed and imaged as explained before.

4.6. Immunocytochemistry

Cells, cultured on coverslips, were fixed 10 min in 4% PFA in 0.1M PBS, washed three
times in PBS and twice in TTBS (0.5 M Tris Base, 9% w/v NaCl, 0.5% Tween 20, pH 7.6) for
10 min. Non-specific binding sites were blocked by incubating the cells for 30 min in freshly
prepared blocking solution (1X TTBS, 1% bovine serum albumin (Tocris Bioscience, Bristol,
UK) and 0.25% Triton-X100). The cells were then incubated for 2 h at RT with the primary
antibodies. Afterwards, the cells were washed three times with TTBS 10 min and incubated
for 45 min at RT with the secondary antibodies. Both the primary and secondary antibodies
were diluted in blocking solution. The cells were washed again three times with TTBS.
An extra step was added for HEK cells that were incubated for 5 min in Hoechst 33342
(Thermo Fisher Scientific). Then, the cells were washed with PBS and once with ddH20
and mounted on a microscope slide using a VectaShield H-1000 antifade mounting medium
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Mounted coverslips were sealed with clear
nail polish and stored at 4 °C until imaging. Z-stack images with a step size of ~ 2 pm
were acquired with an UPlanSApo 20x or a PlanApoN 60 x objective using an inverted
confocal microscope (Olympus FV1200) driven by FV10-ASW 4.2 software (Olympus Life
Sciences, Waltham, MA, USA).

4.7. Immunohistochemistry

Whole DRGs were fixed for 1 h in 4% PFA in 0.1 M PBS, washed twice in PBS for 10 min
and cryoprotected in 30% sucrose overnight at 4 °C. The next day, tissue was embedded
in an optimal cutting temperature compound (OCT Tissue-Tek, Sakura Finetek, Torrance,
CA, USA) and frozen in dry ice. Then, 20 um slices were cut using an MNT cryostat (Slee
Medical, Nieder-Olm, Germany) and placed on SuperFrost microscope slides (Thermo
Fisher Scientific). The slides were dried in an oven at 37 °C for 30 min and washed twice
with PBT (0.1 M PB, 0.05% Tween20, pH 7.4). Antigen retrieval (when used) was performed
by boiling the samples in pH 6.0 citrate buffer for 20 min using a water bath and letting
them cool down in the bath for 10 min. Non-specific binding sites were blocked for 1 h
with a blocking solution containing 5% bovine serum albumin and 1% Triton X-100 in PBT.
The slides were incubated with the primary antibodies overnight at 4 °C. The next day, the
slides were washed four times with PBT 10 min each and incubated with the secondary
antibodies for 2h at RT. Both the primary and secondary antibodies were diluted as shown
in Table 2 in blocking solution. Then, the slides were washed four times with PBT 10 min,
once with PBS for 10 min and once with ddH,O for 5 min. Finally, the slides were dried
in dark conditions at RT, and a glass coverslip was mounted on top of each slide using
Fluoromount mounting medium (Sigma-Aldrich). Z-stack images with a step size of ~2 um
were acquired with an UPlanSApo 20x or a PlanApoN 60x objective using an inverted
confocal microscope (Olympus FV1200) driven by FV10-ASW 4.2 software (Olympus Life
Sciences).
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4.8. Image Analysis and Quantification

All quantitative measurements were performed using the 16-bit raw maximum projec-
tion images without any further modification. We defined the antibody specificity ratio
(SR) in a TRPMS8+ cell as the mean signal intensity of the antibody fluorescence in that cell
divided by the average of the mean signal intensity in several (at least 20) TRPMS8— cells
in the same field. An SR value of 1 indicates the same antibody fluorescence intensity in
TRPMS8+ and TRPMS8— cells, while an SR > 1 indicates higher fluorescence intensity in
TRPMS8+ than in TRPMS8— cells. TRPMS8+ cells were identified by EYFP immunofluores-
cence, either in transfected cells or using a reporter mouse line. The images were analyzed
with Image] 1.51j8 (NIH, Bethesda, MD, USA) and Origin 2019 (OriginLab, Northampton,
MA, USA).

4.9. Image Display

The immunofluorescence image brightness and contrast were only adjusted for image
presentation to enhance visualization without altering any other feature. In the case
of the TRPMS antibody signal images, the maximum red pseudocolor level was set for
the maximum fluorescence intensity; thus, images displaying high background noise
correspond to experiments in which the antibody signal was poor.

4.10. Statistical Analysis

The values are given as indicated in each figure caption. The normality of data
distribution was checked with Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov tests. Statistical
significance was estimated with the Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis followed by
Dunn’s post hoc test. A p-value < 0.05 was considered statistically significant. In the case
of small samples (n < 100), the significance was curtailed to * p < 0.05 and ** p < 0.01. The
analysis was performed using Prism version 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

4.11. Antibodies Used in This Study

All primary and secondary antibodies used are summarized in Table 2.

Table 2. Antibodies used in this study.

Name in . Dilutions
Target This Study Company Ref. Species Use Immunogen Used
Human 1:200 (WB,
. . TRPMS ICC, ICH)
TRPMS8 Alomone Alomone ACC-049 Rabbit Primary 917-929. 1:500 (ICC,
Polyclonal ICH)
Human 1:200 (ICC,
ECM TRPMS ICH)
TRPMS ECM1 biosciences TP5701 Rabbit Primary exggfili‘r-‘llar 1:500 (WB,
Polyclonal ICC, ICH)
Fluman 1:200 (ICC,
ECM TRPMS ICH)
TRPMS ECM2 bicecionces | TM5711 Mouse Primary - extracellular 4500 (w,
Monoclonal ICC 1CH)
Human 1:200 (ICC,
ECM TRPMS ICH)
TRPMS ECM3 biosciences TM5721 Mouse Primary exgsfsililrlllar 1:500 (WB,
’ ICC, ICH)

Monoclonal
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Table 2. Cont.

Name in . Dilutions
Target This Study Company Ref. Species Use Immunogen Used
Human
TRPMS 1'2?21(;)CC’
TRPMS8 Origenel OriGene TA307827 Rabbit Primary extracellular 1:500 (WB
domain. ) ¢
Monoclonal ICC, ICH)
Human 1 :2?81({1)CC'
TRPMS8 Origene2 OriGene TA811228 Mouse Primary 1-300. .
Monoclonal 1:500 (WB,
ICC, ICH)
. . GFP. 1:2000 (ICC,
GFP/YFP EYFP Abcam ab13970 Chicken Primary Polyclonal THC)
Isolated
directly from
. . . Jellyfish
GFP/YFP EGFP Invitrogen A6455 Rabbit Primary 1:1000 (WB)
Aequorea
Victoria
Polyclonal
Rat brain
Class H.I pHItub-M Biolegend 801201 Mouse Primary microtubules. 1:1000 (ICC,
-tubulin IHC)
Monoclonal
Rat brain
Class LI BIlltub-R Biolegend 802001 Rabbit Primary | microtubules. 11000 {CC
B-tubulin IHC)
Polyclonal
Synthetic
peptide:
. . . residues
GAPDH GAPDH Sigma G9545 Rabbit Primary 314-333 of 1:5000 (WB)
mouse
GAPDH
Secondary- Rabbit IgG
Mouse Mouse HRP Sigma A9044 Rabbit HRP y fraction 1:4000 (WB)
antiserum
Mouse
. Secondary- gamma 1:1000 (ICC,
Mouse MouseA598 Invitrogen A11005 Goat Alexa598 globulin IHC)
heavy and
light chains
Mouse
, Secondary- gaimma 1:1000 (ICC,
Mouse MouseA647 Invitrogen A21237 Goat Alexa64? globulin THC)
heavy and
light chains
Chicken
. . Secondary- 1:1000 (ICC,
Chicken ChickenA488 Jackson IR 703-545-155 Donkey Alexad88 gamma IHC)
globulin
Rabbit Rabbit HRP Sigma A9169 Goat Secgl‘{‘if‘ry' Goat IgG 1:4000 (WB)
. . Secondary- 1:1000 (ICC,
Rabbit RabbitA555 Abcam ab150062 Donkey Alexa555 N/A THC)
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